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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el
efecto antiinflamatorio de la especie vegetal Plantago major
L (LIantén) en la forma de tintura, mediante la técnica del
granuloma inducido por discos de algodon, teniendo como
referencia de que esta especie es utilizada de forma
empirica para tratar diversas patologias como es el caso de
inflamaciones internas. Para realizar el estudio se
emplearon hojas de Plantago major L (PmL) mismas que
fueron recolectadas en el Barrio Las Palmeras de la

parroquia de San Joaquin del canton Cuenca.

Se realizaron investigaciones etnomédicas para
documentar los usos y aplicaciones terapéuticas de esta

especie en la medicina tradicional.

Para el desarrollo de esta investigacion se efectuo el
analisis fitoquimico determinandose una serie de
metabolitos entre los que se encontraron: taninos,
compuestos fendlicos, triterpenos y/o  esteroides,
alcaloides, aminoacidos, leucoantocianidinas y flavonoides
(@ los cuales se cree que se debe el efecto

antiinflamatorio).
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En la tesis se usaron ratones machos Swiss albinos de
aproximadamente 25 g de peso y como tratamiento tintura
de Llantén al 30% en dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de
peso, comparandose los resultados finales con el Blanco y

con el patron de Indometacina.

Se evalu6 de forma cualitativa los parametros de
inflamacion: calor, dolor, rubor, tumefaccion y pérdida o
disminucion del funcionamiento (alteracion del tejido
afectado). Posteriormente se calculd el porcentaje de
inhibicion de la inflamacion de las diferentes dosis de la

tintura de Llantén.

Mediante analisis estadistico posterior, se comprobd las
propiedades antiinflamatorias de la tintura de Llantén
obteniéndose los mejores resultados cuando se utilizo la
dosis de 300 mg/kg.
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INTRODUCCION

En muchos sistemas de salud del mundo, es frecuente el
uso de drogas vegetales como parte integral de la medicina
convencional, hecho que ha favorecido a la medicina
cientifica para validar la accion terapéutica y establecer los

usos correctos de los recursos vegetales. (1)

La medicina alternativa constituye una valiosa contribucion
en la solucion de los problemas de la salud publica, mismos
gue resultan tan criticos como la falta de medicamentos,
ademas de sus altos precios, en el mercado nacional e
internacional que los vuelve inalcanzables para aquellas
personas de escasos recursos economicos, incluyendo la
gran variedad de reacciones adversas e interacciones

medicamentosas.(1)

En la actualidad se realizan una serie de estudios para
evaluar los efectos de diferentes plantas medicinales de
acuerdo al uso popular que se les atribuye; se realizan

investigaciones acerca de los principios activos
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responsables de una determinada accion farmacologica y

los metabolitos secundarios que presentan. (2)

Hoy por hoy proliferan diferentes formas medicamentosas
como capsulas o tabletas preparados a partir de especies
vegetales que se utilizan en la medicina tradicional, pero
para poder lograr credibilidad en este tipo de medicina es
necesario conocer la identidad de la especie vegetal pues
la fuerte demanda conlleva a la adulteracion de las plantas
medicinales, es por esto que se vuelve muy necesario
desarrollar procesos de identificacion rapidos y seguros
gue permitan evaluar la cantidad de principios activos
presentes en un determinado extracto con actividad

farmacologica.(2)

En cuanto a nuestro pais la medicina tradicional es utilizada
ampliamente y desde tiempos ancestrales. El conocimiento
sobre salud, enfermedad, prevencion y tratamiento ha sido

transmitido de una generacion a otra a través del tiempo.
(3)

En el Ecuador se cuenta con un sinnimero de plantas
medicinales que aun no han sido debidamente estudiadas,

sin embargo fueron utilizadas por nuestros antepasados
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con fines curativos, logrando buenos resultados en el

campo de la medicina.(3)

Las especies del género Plantago son de uso frecuente en
la sierra de nuestro pais, siendo sus propiedades
medicinales muy variadas, llamando la atencion su
actividad antiinflamatoria; lo cual motivd a valorar dicha
propiedad medicinal en la especie PmL mediante la técnica

del linfogranuloma de algodon (LGA).

OBJETIVOS

GENERAL:

e Determinar el efecto antiinflamatorio de las sustancias
contenidas en las hojas de Llantén (Plantago major L)

mediante la técnica del linfogranuloma de algodoén.

ESPECIFICO:

e Comprobar el efecto antiinflamatorio de la tintura de

Llantén.

e Comparar el efecto frente al patron (Indometacina) con
la técnica de linfogranuloma de algodon utilizando
tintura al 30% a dosis de 100, 200 y 300 mg/kg.
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HIPOTESIS

La tintura de Plantago major L. al 30% posee principios
activos que presentan propiedades antiinflamatorias
semejantes al patron de Indometacina, medido a travées de

la técnica del LGA.

CAPITULO 1
REVISION BIBLIOGRAFICA

INFLAMACION

1.1. GENERALIDADES

La evolucion de las especies debié incorporar en algun
momento a los mecanismos defensivos inespecificos la
posibilidad de responder con inflamacion frente al dafio de
algun tejido, lo cual queda de manifiesto al analizar los

objetivos de la respuesta inflamatoria, entre ellos destacan:
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destruir al agente invasor, limitar el tamafo de la lesion,
impedir la diseminacion del agente agresor y finalmente

reparar el dano tisular. (4)

Esta respuesta inflamatoria representa, la participacion de
numerosas sustancias biologicas, la mayoria producidas
por el propio organismo, asi como la participacion de
numerosos actores celulares, los cuales en condiciones

normales actian de manera controlada. (4)

Por lo general este proceso concluye sin mayores
novedades, pero si la respuesta inflamatoria es insuficiente
se corre el riesgo de que se desarrolle una respuesta
sistémica, la que eventualmente si no es tratada a tiempo
puede llevar a serias consecuencias como la falla

progresiva de organos y sistemas.(4)

1.1.1. BREVE HISTORIA DE LA INFLAMACION

Desde hace mucho tiempo la inflamacion ha permitido la
supervivencia de los organismos y de las especies, sin
duda la respuesta inflamatoria estd fuertemente

relacionada con el trauma y la infeccion. (4)
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En Grecia y en Roma existen escritos de Hipocrates y
Celso, que identificaban 3 o 4 signos cardinales de la
inflamacion. Posteriormente Virchow identifico el quinto

signo.(4)

Actualmente se pueden reconocer sus 5 signos cardinales,

que son:

e Tumefaccidon: Consiste en el aumento de tamafio de
la region o el 6érgano inflamado y es la consecuencia
de la acumulacién de sangre y de exudado en el foco

inflamatorio.(5)

e Rubor: Corresponde al color rojo de la zona inflamada

y se debe a la acumulacion de sangre.(5)

e Calor: Aumento de la temperatura de la zona
inflamada debido a un mayor flujo sanguineo en el
area traumatica, y esto se debe a la vasodilatacion y

al incremento del consumo local de oxigeno. (4)

e Dolor: Los mediadores quimicos aumentan la
permeabilidad capilar con lo que los liquidos y las

células sanguineas pasan al espacio extravascular

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 33



UNIVERSIOAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

provocando la hinchazén y un aumento de la presion

local que es lo que origina el dolor. (4)

e Pérdida o disminucion de la funcidén: Llamado
guinto signo de Virchow que consiste en la alteracion

del organo o tejido afectado. (4)

En 1973 el cirujano escocés Hunter destaco algo que en la
actualidad es considerado un hecho “La inflamacién no es
una enfermedad, sino una respuesta inespecifica que
produce un efecto saludable en el organismo en que tiene

lugar”.(4)

Sir Thomas Lewis mediante experimentos sencillos sobre la
respuesta inflamatoria de la piel, estableci6 el concepto de
gue diversas sustancias quimicas inducidas localmente por
el estimulo de una lesion, como la histamina, son factores
mediadores de las alteraciones vasculares de Ila
inflamacion. Este concepto resultd de vital importancia para
el descubrimiento de los mediadores quimicos de la
inflamacion 'y la posibilidad de utlizar farmacos

antiinflamatorios. (4)

Lewis llamo6 a los mediadores quimicos de la inflamacion

“H2” y definid la triple respuesta vascular responsable de
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los cambios alrededor de la zona dafada misma que

consistia en:

e Eritema central
e Hinchazén

e Eritema periférico. (4)

1.1.2. DEFINICION DE INFLAMACION

“Es el conjunto de respuestas de los tejidos vivos frente a
una agresion fisica, infecciosa 0 autoinmune, que
determina en los sistemas homeostaticos de la sangre y en
el tejido conectivo, una serie de cambios encaminados a
localizar y aislar el agente agresor para luego eliminarlo y

reparar el dano tisular ”.(6)

El mayor problema que surge en la inflamacion es que la
defensa se dirija tanto hacia agentes dafninos como a no
dafinos, de manera que provoque lesion en tejidos u

organos sanos. (4)

La reaccion vascular es el componente mas importante de
la inflamacion, permite la afluencia a la zona afectada de
moléculas y células, encargadas de neutralizar y retirar los

agentes agresores y los restos del tejido danado.(4) A
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continuacidon se muestran las reacciones desencadenadas

en el organismo:

‘;\b\\\\ e {*// © N
\ . (L\/ s \
Figura 1.1. |Inflamacién: La inflamacion
empieza con la vasodilatacion, esto provoca
enrojecimiento, aumento de la temperatura de
la zona e hinchazén. En la zona inflamada se
liberan sustancias que irritan las terminaciones
nerviosas causando dolor y en algunos casos
otras que originan fiebre. EI aumento de la

temperatura favorece la respuesta inmunitaria.

(7)

El objetivo final de la respuesta inflamatoria es en definitiva
la reparaciéon del dafio sufrido por el organismo, mediante
la proliferacion de células especificas o bien su sustitucion
por fibroblastos dejando en este caso como secuela una

cicatriz. (4).
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1.1.3. CAUSAS DE LA INFLAMACION

La inflamacion es causada por la liberacion de sustancias
llamadas prostaglandinas (PGs), que se hallan
almacenadas en todas las células del cuerpo. Cuando un
factor agresivo ataca al cuerpo, las PGs se liberan como
medio de defensa y se presenta hinchazon, enrojecimiento

y dolor de la parte afectada. (4)

Los agentes causantes de la inflamacion son muy variados

algunos de ellos se muestran en la Tabla 1.1.

Agentes causales de la Inflamacion

Agentes Causales Ejemplos

Agentes fisicos Traumatismos,

guemaduras, electricidad,

calor, etc

Agentes quimicos Causticos

Agentes biologicos Bacterias, virus, parasitos,
hongos, etc

Agentes endbdgenos Oxidantes, isquemia,

activacion de mediadores

guimicos, etc.

Cuerpos extraios Hilos de sutura, silice,
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cristales de uratos.

TABLA 1.1.- Modificada de Gabay y Colaboradores.(4)

1.1.4. REACCIONES BASICAS DE LA INFLAMACION

La aparicion de una inflamacion precisa de una serie de
mecanismos. Cada uno condiciona una alteracion
morfologica, que define el momento e intensidad del
desarrollo de la inflamacion, actia independientemente y

no es especifico de la inflamacion. (8)

Los fenomenos morfoloégicos basicos de la inflamaciéon son

los siguientes:

1. Lesion del tejido: La lesion inicial del tejido
depende de la causa de la inflamacion y es el

desencadenante inicial de la reaccion.(8)

2. Reaccidn vascular: La reaccion vascular consiste
en una vasodilatacion arteriolar, a veces precedida
de una vasoconstriccion transitoria. En este proceso
se produce la apertura de esfinteres capilares y la

dilatacion de capilares y vénulas, con lo que
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aumenta varias veces el flujo sanguineo y la

velocidad de la sangre en el foco inflamatorio.(8)

1.1.5. ACTORES DEL PROCESO INFLAMATORIO
Aqui participan:

e Células.
e Vasos sanguineos y linfaticos.
e Mediadores quimicos.

e Matriz extracelular.

Las células inflamatorias son activadas amplificando la
inflamacion 'y siendo modulada por diferentes

mediadores.(4)

1.1.5.1. CELULAS

Las principales células que participan en el proceso

inflamatorio son:
Células provenientes de la sangre:

e |eucocitos polimorfonucleares - granulocitos.
e Polimorfonucleares neutréfilos (PMN)
e Eosindfilos (Eo0s)

e Basofilos (Bas)
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e Monocitos (Mon) - macrofagos (M@s)

e Linfocitos (Ls)
Células provenientes del tejido conectivo:
e Mastocitos (Mas) o células cebadas
Otras células:
e Fibroblasto, endotelio, etc (4)

Los fagocitos mas eficientes son los PMN y los M@s.

De todos los actores celulares los Mas son quiza los mas
importantes porque actdan en las etapas iniciales de la
inflamacion conjuntamente con las plaquetas y los Bas,

liberando mediadores vasoactivos.(4)

1.1.5.2. MEDIADORES QUIMICOS DE LA
INFLAMACION

Una de las fases claves del proceso inflamatorio la
constituye el conjunto de eventos bioquimicos que
conducen a la secrecion - liberacion de unas sustancias
biologicamente activas, denominadas mediadores quimicos
de la inflamacion, que son responsables de los cambios
metabolicos, vasculares y celulares que caracterizan

propiamente a la inflamacion. (4)
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Los mediadores quimicos tienen accion directa sobre las

células y los vasos sanguineos.
Presentan las siguientes caracteristicas:

e Los mediadores pueden ser de origen plasmatico o
celular.

e Un mediador quimico puede estimular la liberacion de
otros mediadores quimicos en las células en las
cuales actuan.

e Los mediadores pueden actuar sobre distintos tipos
celulares y producir distintas actividades biologicas.

e La mayoria de los mediadores duran muy poco en la
circulacion sanguinea y ejercen su efecto a través de

receptores.(4)

1.1.5.2.1. MEDIADORES DE ORIGEN PLASMATICO

Este tipo de mediadores estan presentes en el plasma en
forma de precursores que deben ser activados, pertenecen

a sistemas de proteinas que interactiian entre si y son:

e Sistema de la coagulacion
e Sistema de quininas plasmaticas

e Sistema del complemento
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e Factor de Hageman o Factor XIl (4)

El factor de Hageman puede ser activado por enzimas,
endotoxinas, cristales de urato, colageno y participan por

numerosas vias en el proceso inflamatorio.(4)

1.1.5.2.2. MEDIADORES DERIVADOS DE CELULAS

Los mediadores producidos por las células se encuentran
normalmente secuestrados en granulos intracelulares
mientras que otro grupo de mediadores son sintetizados al

activarse sustancias como las PGs. (4)

1.1.5.2.2.1. MEDIADORES CELULARES SINTETIZADOS

Entre estos mediadores se encuentran aquellos derivados
del &cido araquiddnico, citoquinas y otros como el 6xido

nitrico. (4)

El metabolismo del acido araquidénico se produce a través
de la activacion de los Mos, Bas y plaquetas dando lugar a
la sintesis de PGs, leucotrienos (LcTs) y tromboxanos
(TX).(9)
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. Prostaglandinas PGE2, PGI2, PGD2: Producen

vasodilatacion, fiebre y dolor,

. Leucotrienos LcTC4, LcTD2 y LcTE4: Producen
vasoconstriccion, aumento de la permeabilidad y
broncoespasmo. El LcTB4: Promueve adherencia

leucocitaria y quimiotaxis.

. Tromboxanos A2 (TXA2): Producen agregacion

plaquetaria y vasoconstriccion.(10)

Para que se realice la sintesis de PGs y LcTs es preciso
gue el acido araquidénico se encuentre libre, lo cual es
posible mediante la accion de fosfolipasas. El acido
araquidoénico libre puede sufrir la accion de la
ciclooxigenasa  (COX) también conocida como
Protaglandina sintetasa, iniciando la biosintesis de PGs.(4).
A la fecha, se han descrito al menos dos isoformas de la
COX, una denominada COX-1 o “constitutiva” y descrita
como la responsable de la biosintesis de PGs importantes
en la homeostasis y ciertas funciones fisiologicas. Otra
denominada COX-2 o ‘“inducible”, que aparece en el
escenario en respuesta a un dafio tisular o estimulo
inflamatorio y por lo tanto se ha propuesto que participa y/o

empeora la respuesta inflamatoria. La identificacion de
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estas dos isoformas ha motivado el desarrollo de nuevos
antiinflamatorios con mayor selectividad sobre la COX-2.
(11). Por otra parte el acido araquidonico, puede ser
sustrato de diferentes lipooxigenasas, la mas importante la
5-lipooxigenasa. Esta enzima aparece exclusivamente en
neutrofilos (Nts), Mas, células cebadas y Eos, siendo, por
tanto, éstas las Unicas células capaces de producir LcTs,
cuya funcion estd estrechamente relacionada con la

inflamacion (4).

Por otro lado la funcion de las citoquinas como las
interleuquinas (ILs) o el factor de necrosis tisular (TNF) se
basa en promover la adherencia leucocitaria al endotelio,

fomentar la sintesis de PGs y quimiotaxis.(4)

Mientras que el Oxido Nitrico producido en las neuronas,
M@ds vy células endoteliales es un factor relajante de

musculos liso (vasodilatacion). (10)

1.1.6. MECANISMO GENERAL DE INFLAMACION

La inflamacion puede iniciarse por estimulos infecciosos,

fisicos, quimicos, o traumaticos.
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El proceso tiene tres fases: iniciacion, consolidacion y

resolucion.

La primera fase se origina por la accion de células como los
PMN, Bas y Eos y de los factores producidos por ellos.
Ademas participan las plaquetas. La segunda fase ocurre
gracias a la participacion de Mds y de Ls. La fase de
resolucion se cumple por la interaccion entre MJds vy
fibroblastos y busca reparar los dafnos producidos por la

agresion. (6)

Una vez iniciado el proceso con aflujo de PMN, y Ls tiene
lugar un balance homeostatico entre el reclutamiento de
estas células, division in situ, migracion y muerte. Por lo
general la inflamacion aguda termina en resolucion por
apoptosis de las células que participan y por fagocitosis y
lisis del microorganismo responsable, cuando el proceso
inflamatorio es de origen infeccioso. Si el antigeno (Ag) no
es eliminado o fallan los mecanismos homeostaticos, el
proceso se hace cronico y se acompafa de dafio tisular; en
este caso hay una retencion in situ de las células

inflamatorias. (6)

El proceso inflamatorio tiene ademas un componente local

y otro sistémico. En el primero participan los sistemas del
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complemento, de coagulacion y de las quininas asi como
metabolitos del acido araquidonico y varias citoquinas con
lo cual se genera vasodilatacion local, trasudacion de
liquidos, formacion de edema, aumento de la temperatura
local y aflujo de células de la sangre hacia el tejido
afectado. (6)

La respuesta sistémica por su parte se caracteriza por
fiebre, leucocitosis, cambios en las concentraciones de
metales pesados e incremento en una serie de proteinas
especiales producidas por el higado que se conocen como
proteinas de la fase aguda de la inflamacion.
Simultaneamente se producen cambios endocrinos como:
aumento en la produccion de cortisol, glucagon,
catecolaminas y hormonas tiroideas, incremento de la
gluconeogénesis y del catabolismo proteico con un balance

nitrogenado negativo. (6)

1.1.7. TIPOS DE INFLAMACION

La inflamacién segun su duracion se divide en aguda,

subaguda y crénica.

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 46



UNIVERSIOAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

a. La aguda es de duracion relativamente corta (minutos,
horas o pocos dias), se inicia muy rapidamente y se
caracteriza por el exudado de fluidos plasmaticos y la
migracion de leucocitos predominantemente Nts;
presenta un intenso enrojecimiento, aumento de la
temperatura, tumefaccion, dolor y alteraciones

funcionales.(4)

b. La inflamacion cronica dura semanas, meses o0 incluso
afos y se caracteriza histolégicamente por el infiltrado
de linfocitos y M@s con la proliferacion de vasos
sanguineos Yy tejido conectivo, el cual puede llevar a la
formacion de granulomas; en esta inflamacion se
presenta un aumento de temperatura, rubor no tan

intenso, y dolor menos agudo.(4)

c. “La Inflamacién subaguda es una forma intermedia
de imbricacion de inflamacion aguda y de inflamacion
cronica. Tiene sentido tanto temporal como
morfolégico, pero la utilizacion de este término es
obsoleto. A veces se encuentra una inflamacion aguda
central y cronica periférica como en los abscesos.

Cualquier tipo de inflamacion puede sufrir brotes de
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reagudizacion o pasar a una fase de cronificacion”.
(12)

La mayoria de los experimentos para evaluar la accion
antiinflamatoria involucran el uso de granulomas por
cuerpos extrainos para producir una inflamacion

subaguda.

El granuloma constituye un ganglio linfatico formado in situ,
en el lugar en donde se encuentra un Ag que no ha podido
ser eliminado por la respuesta inmune. En el granuloma
hay un importante acumulo de Mgs y de Ls, especialmente
CD4 localizados en el centro y rodeados de una corona de
LsT tipo CD8. Crecen en su interior neovasos con epitelio

cuboide, a través del cual se hace el trafico de Ls. (6)

Los Ls al entrar al granuloma liberan las distintas
linfoquinas que sostienen el proceso de inflamacién en un
intento del organismo para destruir o aislar el Ag agresor.
En la formacion de granulomas hay una fase inicial de
respuesta de los Ls Thl seguida de una Th2. Hay
produccion local de IL 13 que propicia el desarrollo de
fibrosis al promover la formacion de fibroblastos y la

produccion de colageno.(6)
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1.2. ANTIINFLAMATORIOS

Son un grupo de farmacos que actian bloqueando la
sintesis de PGs, tienen ademas efecto analgésico y
antipirético. (13)

1.2.1. TIPOS DE ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDALES (AINES)

También son conocidos como farmacos analgésicos-
antipiréticos, porque la mayoria tiene  accion
antiinflamatoria, analgésica y antipirética. Los principales se
presentan en la Tabla 1.2.

Clasificacion-Grupo Farmacos.

Grupo Farmacos

Salicilatos Acido acetilsalicilico y
derivados (AAS, diflunisal,
salsalato)

Paraaminofenoles Paracetamol y propacetamol

Pirazolonas Dipirona (metamizol) y
fenilbutazona.

Derivados Indol-acéticos Indometacina, diclofenaco

Derivados del acido Naproxeno, ibuprofeno y

propionico ketorolaco

Oxicamos Piroxicam y tenoxicam.
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Derivados del acido Acido mefenamico.
antranilico

TABLA 1.2.- Modificada de Farmacologia de la inflamacion
y el dolor:
http://personal.telefonica.terra.es/web/jramonl77/pasatiemp
os/tema%2022.pdf. (14)

1.2.1.1. ACCIONES FARMACOLOGICAS
1.2.1.1.1. Accidn antiinflamatoria.

Los AINEs disminuyen los sintomas de la inflamacion
(dolor, calor, edema, enrojecimiento) con independencia de
la causa que la produce. Este efecto no solo se explica por
la inhibicidn de la COX, sino que también inhiben una serie
de procesos asociados a la membrana de células
caracteristicas del proceso inflamatorio (Nts, M@s y Ls).
(13)

1.2.2. FARMACO PATRON EMPLEADO EN EL ENSAYO
— INDOMETACINA
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Figura 1.2.- Estructura quimica de la Indometacina: acido

1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindol-3-acético (15)

La Indometacina fue introducida en 1963 para el
tratamiento de la artritis reumatoidea y procesos
inflamatorios relacionados, su eficacia es muy notable pero
la incidencia elevada de efectos secundarios son
intolerables a veces irreversibles y potencialmente mortales

por lo que se ha limitado su uso. (13)

Sus acciones farmacologicas son poderosas, es uno de los
mas potentes inhibidores de las PGs, su accion analgésica
independientemente de su accidon antiinflamatoria se ejerce

a niveles centrales y periféricos. (13)

Por via oral se absorbe rapidamente y casi completa, se
distribuye por todo el organismo inclusive llega al liquido

sinovial donde alcanza concentraciones similares a las
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plasmaticas en 5 horas, se une a proteinas plasmaticas en
un 90% v tisulares.(13)

1.2.2.1. FARMACODINAMIA

Mecanismo de accion: La actividad de la Indometacina se
logra por su capacidad para inhibir la COX, responsable de
la sintesis de PGs. El efecto es méas intenso sobre la COX-
1 que sobre la COX-2, lo que explica sus efectos

secundarios.(13)

La Indometacina previene la migracion del acido
araquidonico hasta el centro activo de la COX, la inhibicion
se produce por la interaccion electrostatica entre el grupo
carboxilato de la indometacina (cargado negativamente) y
la Arg 120 (cargada positivamente) presente en el canal
hidrofobico donde se encuentra la COX, lo que
supuestamente sirve para atraer al sustrato de acido

araquidonico durante la catalisis.(16)

1.2.2.1.1. Actividad antiinflamatoria

En muchos estudios experimentales, la Indometacina ha

sido empleada como prototipo de agente no esteroideo
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contra el cual se comparaban otros compuestos del mismo
tipo. (17)

Su actividad antiinflamatoria fue demostrada por primera
vez en animales, midiendo su capacidad para inhibir la
formacion de granuloma o el edema inducidos por la
inyeccion subplantar de carragenina en ratas. Las pruebas
comparativas de potencia indicaron que la Indometacina
era mas potente que el acido acetilsalicilico, la

fenilbutazona o la hidrocortisona. (18)

1.3. DESCRIPCION BOTANICA, CARACTERISTICAS
Y

PROPIEDADES DE LA PLANTA UTILIZADA EN EL
ESTUDIO
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Figura 1.3.- Plantago major L (19) — Plantago major L

usado en el estudio

NOMBRE CIENTIFICO: Plantago major L.
FAMILIA: Plantaginaceae.
NOMBRE COMUN: Llantén mayor.

1.3.1. Etimologia: El nombre del género plantago viene
del latin planta, que significa pie y ago parecido, por la
forma del pie que presentan las hojas de algunas

especies.(20)

1.3.2. Origen: PmL es originaria de Europa y Asia.
Crece en bordes de caminos, prados, solares
abandonados, etc. Es de regiones calidas y frias de

todo el mundo y es considerada maleza.(20)

1.3.3. Descripcion taxondmica: PmL es una hierba
perenne que desarrolla su ciclo de vida entre seis y
siete meses. Posee una altura entre 15 a 30 cm; sin
embargo, su longitud puede variar segun el distinto

habitat de crecimiento.(20)

El tallo de PmL es un rizoma corto de color amarillo.
Por otro lado, las raices son blancas y de tamaiio

uniforme, surgen del tallo subterraneo. (21)
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Las hojas son ovaladas, de color verde claro y se
unen al tallo por un largo peciolo; poseen
aproximadamente 50 cm de longitud y un ancho de 20
cm en plantas adultas. Nacen a ras de suelo en forma
de roseta y se desarrollan verticalmente. Presentan un
margen liso o denticulado, ademas de una nerviacion
paralela con tres u ocho venas. Los peciolos son lisos

y miden alrededor de 15 cm.(21)

La floracidon ocurre entre mayo y octubre, en zonas
templadas. Presenta una inflorescencia tipo espiga,
cuya mitad superior se recubre de pequenas flores,
estas poseen una coloracion café-verdosa; su corola
es amarilla y muy pequefia (unos 3mm de diametro);
por otra parte, las anteras son de color lila, al inicio, y
luego se vuelven amarillentas. Los pedunculos florales
nacen del mismo punto de donde arrancan los

peciolos, y son de mayor longitud.(21)

El fruto es una pequeiia capsula que, cuando madura,
se abre transversalmente dejando caer las semillas
gue contiene, éstas tienen forma ovalada, tamafio muy
reducido y un ligero sabor amargo; se localizan de 8 a

16 semillas por capsula. Con el clima hamedo, las
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semillas se vuelven pegajosas, lo que provoca que se
adhieran a los animales y de esta manera logran

dispersarse.(21)

1.3.4. Ubicacion geografica: PmL se encuentra
distribuida en casi toda Europa, Africa Norte, América
Latina. Es una planta muy comun vy facil de hallar en
zonas de pastos, laderas, cerca de cultivos y en los
bordes de caminos.(21). Debido a su origen en zonas
templadas, crece muy bien en habitats intervenidos de

la region interandina o Sierra Ecuatoriana.(3)

1.3.5. Composicion quimica: Los mas recientes
estudios demuestran que PmL se emplea alrededor
del mundo para el tratamiento de diversas
enfermedades o malestares. La actividad sanadora de
PmL no se amerita a un solo compuesto, sino a la
interaccion de varios; los efectos son producto de la
accion en conjunto de distintas sustancias y de su

regulacion mutua. (21)

Las investigaciones realizadas sobre PmL han
revelado la presencia de mucilagos, pectinas,
flavonoides, taninos, un glucésido cromogénico

iridoide denominado aucubdsido (aucubina) y otro
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glucosido llamado catapol. Tanto las hojas como las

flores y el tallo poseen el glucosido aucubina. (21)

Las hojas contienen sustancias con propiedades
antiinflamatorias. Del mismo modo, cuenta con
diversos flavonoides, tales como apigenina, luteolina y

escutellarina. (21)

Existen medicamentos a base de compuestos propios
de PmL que se comercializan; sin embargo, se utiliza

mayormente como remedio casero. (21)

1.3.6. Parte de la planta usada en medicina
tradicional: Principalmente las hojas, la planta entera

y la raiz. (20)

1.3.7. Formas de uso recomendadas: Decoccion,
infusion, jarabe, jugo de hojas frescas, tintura,

extracto, cataplasma, etc. (20)

1.3.8. Uso en medicina tradicional: Entre los maltiples
usos de esta planta en el campo de la salud humana

se encuentran sus propiedades antiinflamatorias:

> El bafio con la infusién de esta planta, junto con

matico (Aristeguieta glutinosa; Piper veneralense) y

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 57



UNIVERSIOAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

caballo chupa (Equisetum giganteum L) se usa

para eliminar la irritacion y la inflamacion.(22)

> El jugo fresco extraido de las hojas se aplica en los

0jos para tratar ardencias e inflamaciones.(22)

» La decoccion de las hojas se utiliza para tratar las
hinchazones e irritaciones del estbmago, intestino,

rifones, amigdalas, boca y muelas.(22)

» Las hojas tomadas en infusion se usan para tratar
inflamaciones de los ovarios y el dolor de Ia

garganta.(22)

1.3.9. Otras aplicaciones en la medicina: Esta planta se
utiiza ademas como: diurético, cicatrizante,
antihelmintico, antiespasmadico, antiulceroso, para
tratar espinillas y granos de la cara, es emoliente,

depurativo.(23)

1.3.10. Posologia: Para los casos de catarros
bronquiales, se debe preparar un cocimiento con 100
gramos de hojas de llantén por litro de agua. Hervir

10 minutos. Se toma de 3 a 4 tazas al dia. (24)
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Contra la tos, se prepara un té con unos sesenta
gramos de hojas en un litro de agua. Este té debe

ser tomado tres veces por dia. (24)

1.3.11. Propiedades del llantén: Antiinflamatorio. La
actividad antiinflamatoria ha sido relacionada con los
flavonoides especificamente los iridoides

heterosidicos y los derivados del acido cafeico. (20)

1.4. PLANTAS CON EFECTOS
ANTIINFLAMATORIOS
SIMILARES AL Plantago major L.

Es conocida la relacion existente entre las especies
reactivas del oxigeno y el nitrdgeno (que provocan estrés
oxidativo) con las enfermedades inflamatorias; por lo que
extractos de plantas que presentan sustancias como
flavonoides, polifenoles y tocoferol con capacidad
antioxidante, en muchas ocasiones también presentan

efecto antiinflamatorio. (25)

Existen plantas que forman parte de la familia
Plantaginaceae que son usadas en el Ecuador para tratar
diferentes enfermedades inflamatorias, entre las mas

importantes tenemos:
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e Nuttallanthus subandinus.

Habito: Hierba terrestre.
Origen: Nativa.
Uso medicinal: La decoccion se bebe para tratar la

“inflamacion de calor” (Loja).
e Plantago afra L.

Habito: Hierba terrestre.

Origen: Introducida.

Nombre comun: Chacra romerillo.

Uso medicinal: La decoccion de esta planta, con
romerillo grande de castillo (Podocarpus oleifolius), se

usa para tratar la hinchazéon de los pies (Loja).

e Plantago australis.

Habito: Hierba terrestre.

Origen: Nativa.

Nombres comunes: Llantén, llantén de paramo.

Uso medicinal: Esta planta es utilizada para tratar la
“inflamacion de calor” (hinchazén) (Loja). La infusion
de la planta se toma para tratar la inflamacion de los

rinones (Chimborazo).

e Plantago lanceolata L.
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Habito: Hierba terrestre.

Origen: Introducida.

Nombres comunes: Llantén macho, llantén menor,
llantén silvestre.

Uso medicinal: Se usa para prevenir inflamaciones
de la piel (Cotopaxi). Las hojas maceradas son
utilizadas para tratar inflamaciones y dolores de

cabeza (Chimborazo).
e Plantago linearis.

Habito: Hierba terrestre.

Origen: Nativa.

Nombres comunes: Cerro ufia kushma, llantén.

Uso medicinal: Se bebe junto con valeriana del cerro
(Valeriana microphylla), valeriana (Valeriana
officinalis) y “ufna kushma del caliente” (Oritrophium
peruvianum), para tratar la inflamacion de los 6rganos

sexuales femeninos (Loja).(22)
CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. TECNICAS
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Para el desarrollo de las técnicas de analisis de la droga de
PmL se utilizaron diferentes equipos y reactivos, de los
cuales se indican la marca, modelo y pais de procedencia
en el caso de los equipos vy el laboratorio de procedencia

en el caso de los reactivos.

Para los anexos fotograficos se usaron la camara digital
STAGE (2.0 mega pixeles) y la camara celular NOKIA (1.5

mega pixeles).

2.1.1. RECOLECCION Y SELECCION DEL MATERIAL
VEGETAL

El PmL fue recolectado el mes de mayo en horas de la
mafnana en el Barrio Las Palmeras de la parroquia de San
Joaquin del cantéon Cuenca. A fin de conocer el lugar
exacto se procedi6 a establecer las coordenadas de
recoleccion utilizando un Garmin GPS map 60Cx, el cual

nos proporciono los siguientes datos:
Posicion:
Huso: 17 Zona: M

Coordenadas geograficas UTM:  x: 0717317 m
y: 9679973 m
Altura: 2638 m (ANEXO 1)

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 62



UNIVERSIOAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Luego se realizd la seleccion de la droga (hojas) mediante
la separacion manual de las partes deterioradas, con
signos de insectos, hongos, o que presentaron golpes o
maltrato durante la recoleccion. Posteriormente la planta
fue identificada por la Dra. Raffaella Ansaloni para

desarrollar los estudios respectivos. (ANEXO 2).

2.1.2. SECADO

El secado es la etapa mas critica e importante.
Generalmente se secan todas las plantas, excepto aquellas
gue van a ser empleadas para extraer aceites esenciales,

preparar algunas tinturas y extractos. (26)

2.1.2.1. METODO DE SECADO
Para el secado de la droga se empled el método artificial.

Método artificial: es el mas adecuado ya que permite un
control de la temperatura, de la humedad ambiental y del

tiempo que dura la operaciéon.(26)

La desecacion de las hojas de PmL utilizando el método
artificial se realiz6 a través de un tunel de secado fabricado

por Austro metal (Cuenca - Ecuador), el cual consiste en
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recipientes moviles que circulan en sentido contrario al aire
caliente, que se vuelve progresivamente mas caliente
desde la entrada hasta la salida. El tiempo de secado de la
droga fue de 12 horas a 36°C. (ANEXO 3)

2.1.3. PULVERIZADO Y TAMIZADO

El pulverizado es un proceso mecanico que sirve para
reducir el tamafo de particula. El fin de este paso es el de
aumentar la superficie de contacto de la droga con el
solvente, lo cual facilita una mejor y mayor disolucion de los

principios activos. (26)

El pulverizado de la droga se realiz6 en morteros y en una
licuadora OSTER (China), teniendo el cuidado de no
sobrecalentar las cuchillas, para no afectar por el calor los
componentes termosensibles. Una vez pulverizado se paso
la droga por un colador de cocina para obtener un mejor

tamafio de particula y luego se la almaceno.

2.1.4. ALMACENAMIENTO

Una hierba medicinal deshidratada tiene propiedades
medicinales alrededor de un afo, dependiendo de la parte

de la planta, asi las hojas tienen un periodo de vida util de
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12 a 18 meses. Después de ese tiempo sus principios

activos se evaporan o se alteran. (26)

La droga pulverizada y tamizada de PmL fue almacenada
en un frasco de vidrio cubierto con papel de aluminio para
impedir el contacto con la luz, el polvo e insectos. Luego se
etiguetd el frasco con los datos de identificacion de la
planta (nombre cientifico, nombre comdudn), y la droga,
persona que recolecta, lugar de recolecciéon y fecha de

recoleccion.

2.1.5. ENSAYOS MACROMORFOLOGICOS

Las drogas son categorizadas de acuerdo a sus
caracteristicas sensoriales, macroscopicas y
microscopicas. La calidad, identidad y pureza se obtienen a

partir de estas observaciones y percepciones.(26)
Procedimiento:

Se tomo la droga fresca y se observo a simple vista y con
ayuda de una lupa la morfologia, el color y el olor. Ademas
se determind las dimensiones de la droga (largo y ancho),
utilizando una regla graduada en milimetros, sacando el

valor promedio de 30 mediciones.
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2.1.6. ENSAYOS MICROMORFOLOGICOS

El método se basa en la observacion al microscopio de los
tejidos de la droga cruda desecada para determinar
estructura y elementos celulares que permitan identificar la

especie.(26)
Procedimiento:

Al material vegetal fresco se le realizaron cortes
longitudinales y transversales o mas fino posible
empleando un bisturi. Los cortes de la muestra vegetal se
colocaron en un portaobjetos y se observaron en un
microscopio NIKON LABOPHOT (Japon) con objetivo de
10x.

2.1.7. PRUEBAS HISTOQUIMICAS
2.1.7.1. DETERMINACION DE CELULAS DE ALMIDON

Procedimiento:

Se coloco en un extremo del portaobjetos una gota de agua
destilada y una pequefia porcién de la muestra triturada y

tamizada y en el otro extremo una porcion de muestra con
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una gota de solucion yoédica (MERCK), se puso el
cubreobjetos y se observo al microscopio con objetivo de
10x.

Interpretacion:

Con el yodo los granulos de almidén toman un color azul
intenso y con el agua se observan granulos de forma

redondeada con una cruz en el centro. (27)

2.1.7.2. DETERMINACION DE LIGNINA
Procedimiento:

En un portaobjetos se colocé una pequeia porcion de la
muestra triturada y tamizada, se afiadi6 una gota de
floroglucina (MERCK) al 1% en etanol y se dejo que se
seque en la estufa MEMMERT MS 300 (Alemania). Se
afiadié una gota de HCI concentrado (MERCK), se coloco

un cubreobjetos y se observé con objetivo de 10x.
Interpretacion:

Los vasos o fibras se deben tefiir de color rojo. (27)

2.1.7.3. DETERMINACION DE TRICOMAS

EPIDERMICOS
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Procedimiento:

Se coloco una pequeiia cantidad de muestra con una gota
de hidrato de cloral (MERCK) al 2%, (este reactivo disuelve
almidones, proteinas, clorofila, resinas, aceites esenciales y
produce expansion de las células retraidas), se hirvid
suavemente sobre la llama de mechero hasta que clarifique
y se observé al microscopio con objetivo de 10x cerrando

un poco el diafragma.

Interpretacion:

Los tricomas se observan como pelos alargados,

unicelulares, conicos, largos, afilados. (27)

2.1.7.4. DETERMINACION DE CRISTALES DE
OXALATO DE CALCIO

En la misma preparacion anterior se buscaron cristales en

forma de prismas de color oscuro. (27)

2.1.7.5. DETERMINACION DE CARBONATO DE CALCIO

Procedimiento:
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Se mezcldé una pequeia cantidad de droga triturada con
H,SO, (MERCK) diluido al 1%.

Interpretacion:

La efervescencia seguida de disolucion indica la presencia

de carbonato de calcio. (27)

2.1.7.6. DETERMINACION DE PRINCIPOS AMARGOS Y
ASTRINGENTES

Procedimiento:
El ensayo se realiz6 masticando el vegetal.
Interpretacion:

Amargo: Si presenta un sabor caracteristico como de la

hiel, que produce una sensacion desagradable y duradera.

Astringente: Si en contacto con la lengua se produce en

una sensacion de sequedad intensa y amargor.

2.1.8. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS.
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Para los parametros fisico-quimicos se trabajo con la droga

seca.

Para pesar la droga se utilizé la balanza METTLER PC 440
delta range (Alemania) y para realizar secado en el caso de
la determinacion del contenido de humedad y de la
determinacion de sustancias solubles se uso la estufa
MEMMERT MS 300 (Alemania).

2.1.8.1. DETERMINACION DE HOJAS ENNEGRECIDAS
Procedimiento:

Se peso 5 g de la muestra de ensayo y se procedio a la

separacion manual de las hojas ennegrecidas.
Calculos:

El porcentaje (%) de hojas ennegrecidas (He) se calculd

mediante la formula siguiente:
He = (m/M) x 100 (%)
Donde:

m: masa de hojas ennegrecidas (Q).
M: masa inicial de la muestra de ensayo (Q).

100: factor matematico para los calculos.(26)
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2.1.8.2. DETERMINACION DE PARTES DE LA PROPIA
PLANTA

Los principios activos no se distribuyen uniformemente por
toda la planta, éstos se localizan preferentemente en
algunas partes y oOrganos; la utilizacion de partes de la
planta que no corresponda a la descripcion botanica da
como resultado una materia prima pobre en sustancias

activas e incluso desprovistas de ellas.

Procedimiento:

Se pesd 5 g de la muestra de ensayo y se procedié a
separar manualmente otras partes de la propia planta no

pertenecientes a la droga.
Célculos:

El porcentaje (%) de otras partes de la propia planta (Pp)

se determin6d mediante la formula siguiente:
Pp = (m/M) x 100 (%)

Donde:
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m: masa de otras partes de la propia planta (g).
M: masa inicial de la muestra de ensayo (Q).

100: factor matematico para los calculos.(26)

2.1.8.3. DETERMINACION DE MATERIAS EXTRANAS

La obtenciéon de drogas vegetales en condiciones de
completa pureza es bastante dificil. La naturaleza y la alta
tasa de elementos extrainos pueden determinar el rechazo
de la droga. Normalmente las farmacopeas toleran hasta

un maximo de un 2%.(26)

2.1.8.3.1. DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA
EXTRANA

Procedimiento:

Se pes6 5 g de la muestra de ensayo y se realizd la

separacion manual de la materia organica extrana.
Célculos:

El porcentaje (%) de materia organica extrafia (Mo) se

calculé mediante la siguiente formula:

Mo = (m/M) x 100 (%)
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Donde:

M: masa inicial de la muestra de ensayo (Q).
m: masa de materia organica extrafa (g).

100: factor matematico para los calculos.(26)

2.1.8.3.2. DETERMINACION DE MATERIA
INORGANICA EXTRANA

Procedimiento:

Se pesd 5 g de la muestra de ensayo y se procedio a la
separacion de todas las particulas de tierra, arena y piedras

pequefas presentes en la misma.
Célculos:

El porcentaje (%) de materia inorganica extraiia (Mi) se

calculé mediante la siguiente formula:
Mi = (m/M) x 100 (%)
Donde:

M: masa inicial de la muestra de ensayo (g).

m: masa de materia inorganica extrana (g).
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100: factor matematico para los calculos.(26)

2.1.8.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
HUMEDAD

Se entiende por humedad el agua libre que contiene el
material vegetal. EI contenido de humedad en la planta
fresca varia del 60 a 80% y durante el proceso de secado
se llega a conseguir que el contenido de agua en la droga

disminuya a un 5% o0 a un 12%.(26)

El contenido de agua en las drogas vegetales debe variar
entre el 8 al 14% para garantizar su conservacion y evitar el
deterioro. Pero para una buena conservacion de las

drogas, el contenido de agua debe ser inferior al 10%.(26)

METODO GRAVIMETRICO
Procedimiento:

De la muestra de ensayo pulverizada y tamizada, se
pesaron 2 g (con un error maximo de 0,5 mg) y se
colocaron en una capsula de porcelana previamente tarada
y se secO a 105°C durante 3 horas. Luego la capsula se

dej6 enfriar en una desecadora hasta temperatura
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ambiente y se pesO; nuevamente se colocd en la estufa
durante 1 hora y se repitid el procedimiento hasta obtener
masa constante, es decir que no difieran las pesadas en
mas de 0,5 mg. Para obtener la masa constante el tiempo
de calentamiento y pesada se realizdé en intervalos de 30

minutos. El ensayo se realizé por duplicado.
Calculos:

El contenido de humedad (H) de la muestra de ensayo

expresado en % se calcul6 por la siguiente féormula:

M3- My
M

x 100 (%)

Donde:

M,: masa de la capsula con la muestra de ensayo (g).
M1: masa de la capsula con la muestra desecada (g).

M: masa de la muestra de ensayo.(26)

2.1.8.5. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES
Procedimiento:

En un crisol de porcelana previamente tarado, se peso (con

un error maximo de 0,5 mg) 2 g de la muestra de ensayo
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pulverizada y tamizada; se calentd suavemente hasta
carbonizar y posteriormente se incineré en un horno mufla
HERAEUS KR 260 (Alemania) a una temperatura de
750°C, durante 2 horas. Luego se enfrio el crisol en una
desecadora y se peso. El proceso se repitio hasta obtener

masa constante. El ensayo se efectu6 por duplicado.

Calculos:

La cantidad de cenizas totales en base anhidra (Ct) se

calculo por las formulas siguientes:

MeM o C1 X100
MM ~7100 - H
Donde:

C1: cenizas totales en base hidratada (Q).

M: masa del crisol vacio (g).

M1: masa del crisol con la muestra de ensayo (g).
M,: masa del crisol con las cenizas (Q).

H: % de humedad.

100: factor matematico para los calculos.(26)

2.1.8.6. DETERMINACION DE SUSTANCIAS SOLUBLES
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Se basa en la extraccion de las sustancias solubles en
agua, etanol o una mezcla hidroalcohdlica mediante
maceracion y luego evaporacion hasta sequedad de una
alicuota del macerado. Esto nos ayuda a valorar el vehiculo
mas apropiado a la hora de formular la droga cruda en un

fitoterapico.(26)
Procedimiento:

Se pesdé 5 g de muestra pulverizada y tamizada y se
transfirieron a un frasco conico con tapa; se afiadio 100 mi
de etanol al 90% (Lab. Promeclin) y se agitdé durante 6
horas en el shaeker NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC MS;
(U.S.A)), luego se dejo en reposo hasta el dia siguiente, se
agitdo 30 minutos y se filtré por papel. Se tomo6 una alicuota
de 20 ml, se transfiri6 a una capsula de porcelana
previamente tarada, se evapor0 sobre bafio de agua
MEMMERT M 270 (Alemania), luego se deseco en estufa a
105°C durante 3 horas, se enfrioc y se pesé. El

procedimiento se realizo por duplicado.

Calculos:
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El porcentaje (%) de sustancias solubles en base anhidra

(Ss) se calcul6 por la siguiente formula:

_Rx 300 x 100

Ss= M x (100-H) (%)

Donde:

H: humedad de la muestra (%).
M: masa de la muestra (Q).
R: residuo de la muestra (Q).

100 y 500: factores matematicos para los calculos.(26)

2.1.9. DETERMINACION DE MICROORGANISMOS

La invasion de microorganismos en una planta puede
ocasionar la disminucion de los principios activos y por lo
tanto altera la calidad de la droga por la presencia de estos
elementos nocivos. Cuanto mas rica en sustancias
nutritivas es una droga y el proceso de secado se lo realice
de manera muy lenta el nimero de gérmenes presentes en
la droga serd mayor, por esta razdn el numero de
microorganismos de una droga a otra varia

notablemente.(26)
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Generalmente se dice que las drogas durante su obtencion
y tratamiento se contaminan con gérmenes provenientes
del suelo, del ambiente y de la tierra. Muchos
microorganismos pueden contaminar la droga seca, siendo
los mas peligrosos los hongos filamentosos ya que
producen micotoxinas y algunas especies son productoras
de aflatoxinas las cuales son consideradas altamente

toxicas.(26)

Los limites establecidos para la contaminaciéon microbiana
estan de acuerdo al uso que se le va a dar al material en si
mismo. Asi por ejemplo, los limites microbianos para las

drogas de uso interno se indican en la tabla 2.1.

Limites de contaminacion microbiana para drogas de

uso interno segun la propuesta de B. Frank.

Unidad Maximo Parametro
UFC/g 1 x 10° Bacterias
aerdbicas
UPC/g 1 x 10° Mohos y

levaduras
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UFC/g 1 x 10" Escherichia
coli
UFC/g 1 x 10° Otras
enterobacterias

TABLA 2.1.- Modificada por B. Frank.(26)
Donde:

UFC/g: Unidades formadoras de colonias por gramo o ml
de muestra.
UPC/g: Unidades propagadoras de colonias por gramo o ml

de muestra.

Para el analisis microbiologico se empled la técnica del
Recuento estandar en placa (REP), indicado en el

flujograma integrado expuesto en el Anexo 4.

Calculos:

Para calcular el niumero de UFC/g 6 ml y UPC/g 6 ml de

muestra se efectuaron los siguientes pasos:

e Se eligieron las cajas que presentaron entre 30 y 300

colonias.
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e Se procedid a contar las colonias en el contador
QUEBEC N° 3327 (U.S.A)) y a anotar los datos para

luego realizar los célculos con la siguiente formula:

2C

N =
V(n1 +0,1n2)d

En donde:

¥ C = suma de colonias contadas o calculadas en todas las

placas elegidas.

nl = ndmero de placas contadas de la primera dilucion
seleccionada.

n2 = namero de placas contadas de la segunda dilucion
seleccionada.

d = dilucion de la cual se obtuvieron los primeros
recuentos.

V = volumen del in6culo sembrado en cada placa.(26)
2.1.10. ESTUDIO FITOQUIMICO

La marcha fitoquimica se realiz0 de acuerdo a los

flujogramas expuestos en los Anexos 5 al 10.
2.1.10.1. ENSAYOS SOBRE LAS FRACCIONES A -E.

2.1.10.1.1. AMINOACIDOS - ENSAYO DE NINHIDRINA
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Procedimiento en papel:

Se colocé 1 gota de solucion problema en una tira de papel
filtro. Se dejo secar en la estufa. Luego se afiadié 1 gota de
reactivo de ninhidrina (MERCK) al 2 % en agua sobre la
mancha de la muestra. Se regreso la tira a la estufa y se

esperod a que se seque.
Interpretacion:

El desarrollo de coloraciones violeta, azul o rosada se

considera prueba positiva.(27)

Procedimiento en tubo:

Se coloco 1 ml del extracto en un tubo de ensayo limpio, se
afiadié 1 ml de ninhidrina al 2% y se calentd en un bafio de

agua por 5 a 10 minutos.
Interpretacion:

Se considera positiva la prueba si aparece una coloracion

azul violacea.(27)

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 82



A

UNIVERSIOAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

2.1.10.1.2. COMPUESTOS FENOLICOS - ENSAYO DE
FeCI3

Procedimiento:

Se tomd 1 ml de solucion en un tubo de ensayo limpio. Se
afadio 1 gota de FeCl; (MERCK) al 1% en agua y se

mezclo.
Interpretacion:

La aparicion de coloraciones violeta, verde, azul u oscura
se considera prueba positiva.
2.1.10.1.3. FLAVONOIDES - ENSAYO DE SHINODA

Procedimiento:

Se coloco 1ml de solucion en un tubo de ensayo limpio. Se
afiadio algunas limaduras de Mg (MERCK) y sujetando el
tubo con una pinza se agregdé cuidadosamente por la

pared del tubo unas gotas de HCI concentrado.
Interpretacion:

La aparicion de coloraciones naranja a violeta es prueba

positiva para la presencia de flavonoides.
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2.1.10.1.4. LEUCOANTOCIANIDINAS - ENSAYO DE
ROSENHEIM

Procedimiento:

Se tomd 1 ml de solucion en un tubo de ensayo limpio. Se
afadio 0,5 ml de HCI concentrado. Se mezclo, luego se
calento durante 10 minutos a 100°C en el bafio de agua y
se enfrio. Se afiadié 0,4 ml de alcohol amilico (MERCK) y

se agit0. Finalmente se dej6 separar las fases.
Interpretacion:

La prueba se considera positiva si aparece coloracion en la
fase amilica que vaya desde el carmesi oscuro al rosado
debil.

2.1.10.1.5. TANINOS - ENSAYO DE LA GELATINA-SAL
Procedimiento:

Se colocd 1 ml de solucién acuosa neutra en un tubo de
ensayo. Luego se afadio 1 ml de solucion de gelatina al
1% que contenga 10 % de cloruro de sodio (MERCK).

Interpretacion:
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La formacion de un precipitado se considera prueba

positiva.

2.1.10.1.6. QUINONAS - ENSAYO DE BORNGTRAGER
Procedimiento:

Se tom6 3 ml de solucion cloroférmica y se lo llevo a
sequedad. Se redisolvié en 5 ml de etanol (Lab. promeclin)
al 70%:H,0O destilada (1:7). Después se afadio 1 ml de
agua oxigenada de 20 volumenes (Lab. Promeclin), 1 ml de
H,SO4, (MERCK) al 50% y se calentd la mezcla en un bafio
de agua hirviendo durante 10 - 15 minutos. Se dejé enfriar
y luego se extrajo en un embudo de separacion con 5ml de
benceno (MERCK). Por ultimo se retir6 2 ml de la fase
organica y se agitd en otro tubo con 1 ml de solucién de
NaOH (MERCK) al 5% en NH,OH (MERCK) al 2%.

Interpretacion:

La prueba se considera positiva cuando aparecen
coloraciones que van del rosado al rojo intenso en la capa

alcalina.
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2.1.10.1.1.7. TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES -
ENSAYO DE LIEBERMAN-BURCHARD

Procedimiento:

Se colocd 0,5 ml de muestra cloroformica anhidra en un
tubo de ensayo limpio y seco. Se afiadi6 0,5 ml de
anhidrido aceético (MERCK) y se agregd cuidadosamente
por la pared del tubo 1 gota de H,SO, concentrado
(MERCK).

Interpretacion:

La aparicion de coloraciones violeta, verde, azul se

considera positiva.

2.1.10.1.8. CARDIOTONICOS - ENSAYO DE KEDDE
Procedimiento:

A 1 ml de la fase organica se la llevd a sequedad, se
redisolvio en 1 ml de alcohol y se afadio 0,5 ml de reactivo
de Kedde (MERCK) recién preparado.

Interpretacion:
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Se considera positiva la prueba si aparece una coloracion

purpura o violacea.

2.1.10.1.9. ENSAYOS PARA ALCALOIDES
Procedimiento:

Se coloco 0,5 ml de solucién acuosa &cida en 6 tubos de
ensayo limpios. Se afadi0 una gota de reactivo de
Dragendorff (MERCK), Mayer (MERCK), Marmé (MERCK),
Wagner (MERCK), acido fosfowolframico (MERCK) al 3% y
acido fosfomolibdico (MERCK) al 3%.

Interpretacion:

Se considera prueba positiva cuando aparecen precipitados

en por lo menos 3 tubos.

2.1.10.2. REACCIONES PARA LA IDENTIFICACION DE
OTROS METABOLITOS

2.1.10.2.1. ENSAYOS PARA EL RECONOCIMIENTO DE
GLUCIDOS

e ENSAYO DE FHELING
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Permite reconocer en un extracto vegetal la presencia

de azUcares reductores.
Procedimiento:

Se evaporo el solvente del extracto en bafo de agua y el
residuo se disolvi6 en 1 ml de agua. En caliente se
afiadi6 un volumen igual de reactivo de Fheling
(MERCK).

Interpretacion:

La aparicion de un precipitado amarillo o rojo indica que
la prueba es positiva.

e ENSAYO DE MOLISH

Se aplica para diferenciar glucidos solubles de

insolubles.
Procedimiento:

Se agrego 0,25 ml de solucion de alfa naftol (MERCK) al
1% a 2 ml de la sustancia problema y en otro tubo con 2
ml del problema se afadido 0,25 ml de la solucién de

timol (MERCK) al 1% Por las paredes de cada tubo se
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anadié cuidadosamente 1 ml de H,SO, concentrado

hasta que se formaron dos capas.
Interpretacion:

La aparicion de una coloracion violeta en el caso de alfa
naftol y roja con el timol en la interfase de los liquidos

indica que la prueba es positiva.

e ENSAYO DE LAS PENTOSAS
Se utiliza para la identificacion de pentosas.
Procedimiento:

En un tubo se colocaron 2 ml de la solucién problema,
se afadio igual volumen de HCI concentrado y varios
cristales de floroglucina (MERCK). Se colocé el tubo en

un bano a ebullicion.
Interpretacion:

La aparicion de una coloracion roja durante el

calentamiento se considera positiva.

2.1.11. PREPARACION DE LA TINTURA DE LLANTEN

AL 30% TINTURA AL 30%
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DROGA ESTANDARIZADA

SECAR

'

TRITURAR

|

PESAR 30

!

HUMECTAR
(Etanol 94%)

(Laboratorio: Lab Promeclin)

}

PERCOLAR
(XX gotas por minuto)

Para llevar a cabo la percolacion se realizaron los

siguientes pasos:

e Armar el equipo de percolacion.
e Colocar en el fondo del percolador una capa de

algodén humedecido en alcohol.
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e Pasar el humectado al percolador y presionarlo
moderadamente con un pilon.

e Cubrir la droga con papel filtro y colocar bolas de
cristal.

e Afadir el etanol al 94%, dejar fluir el solvente y cerrar
la llave del equipo.

e Agregar mas solvente hasta 1 cm por encima de la
droga.

e Dejar en maceracion por 24 horas.

e Realizar la percolacion propiamente dicha a razon de
XX gotas por minuto.

e Elvolumen final a obtener es de 100 ml. (ANEXO 11)

A partir de la tintura del Llantén al 30% se prepararon las
dosis de 100, 200 y 300 mg/kg (ANEXO 12), las cuales
fueron administradas a los ratones de los lotes 1, 2 y 3

respectivamente para evaluar su efecto antiinflamatorio.

2.1.12. ACTIVIDADES REALIZADAS PREVIO AL
ANALISIS FARMACOLOGICO

Estas actividades incluyeron la valoracion de la via de
administracion asi como la practica de la técnica, para lo

gue se utilizaron un total de seis ratones.
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2.1.12.1. VALORACION DE LA VIA DE
ADMINISTRACION

Antes del analisis farmacologico se valoré la via de
administracion para asegurar que el medicamento sea

absorbido y llegue al lugar de accion.

Para este fin se utilizaron ratones a los cuales se les dej6
en ayuno la noche anterior, al dia siguiente se les anestesio
con cloroformo (Lab. Promeclin) para luego administrar 0,4
ml de una solucion de azul de metileno (MERCK) al 0,01%
por via oral a través de una canula intragastrica. Luego de
15 minutos se procedi6 a realizar la diseccion de la cavidad
abdominal de los ratones y se llevé a cabo una exploracion
fisica interna. (ANEXO 13) (28)

2.1.12.2. PRACTICA DE LA TECNICA

La practica de la técnica se realizé con el fin de adquirir
destreza para hacer mas facil el desarrollo de la misma

durante la evaluacion del efecto antiinflamatorio del PmL.

Para realizar esta practica se utilizd a otro grupo de

ratones, los cuales fueron anestesiados con cloroformo. Se
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depild el lomo de los ratones y se les realizé una incision
para introducir un pellet de algodén estéril, luego se suturd
la herida y se aplico alcohol yodado como antiséptico (Lab.
Promeclin). Después de algunos dias se extrajeron los
granulomas. (ANEXO 14)

2.1.13. ANALISIS FARMACOLOGICO

2.1.13.1. MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMACION:
GRANULOMA INDUCIDO POR DISCO DE ALGODON

La técnica para determinar el efecto antiinflamatorio
utilizando una mota de algodén fue desarrollada por Meier
R, Schuler W and Desaulles P.(29), a la cual se le han

realizado varias modificaciones.

Para la realizacion de nuestra tesis hemos seguido el
modelo experimental de inflamacion de granuloma inducido
por discos de algodon propuesto por Molina Vivian,(30)
tomando como referencia para la realizacion de los calculos
los utilizados en Evaluacion preclinica del efecto

antiinflamatorio del jugo de Morinda citrifolia L. (31)
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Fundamentacion tedrica

La mayoria de los experimentos para evaluar la accion
antiinflamatoria involucran el uso de granulomas por
cuerpos extrafos. La implantacion subcutanea de un disco
de algodon en ratas resulta en la formacion de un
granuloma en el sitio de implante. Los primeros eventos
ocurren en la vecindad del disco de algodén y resultan en
la generacion de sustancias quimiotacticas para Nts y Mos,
las cuales pueden ser producto del sistema de
complemento, el sistema de quinina o la generacion de
productos de la oxidaciéon del acido araquidonico. Esta
primera fase comprende una acumulacion de fluido vy

material proteico junto con una infiltracion de Nts. (30)

El granuloma formado por 7 dias es caracterizado por la
formacion de una capsula fibrosa vascularizada que
contiene fibroblastos y células mononucleares las cuales
son ricas en N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG),
marcador de enzimas lisosomales. Una activa infiltracion de
células polimorfonucleares (PMN) también caracteriza esta

fase del proceso inflamatorio. (30)

Protocolo experimental
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Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio de la droga de
PmL se utilizaron ratones machos Swiss albinos, los cuales
fueron pesados en la balanza OHAUS Scout Il SC 2020
(Canada), identificados por la inscripcion en numeros
romanos Yy distribuidos al azar para formar los 5 lotes de 6

animales.

Los pesos de los ratones de cada uno de los lotes se

indican a continuacion:

PESO DE LOS RATONES

N° de Peso de ratones
N° de Lote raton (9)
I 27,3
LOTE 1 |l 26,2
11 26,3
100 mg/kg IV 30,1
V 25,8
VI 24,7
I 25,2
LOTE 2 1 27,7
1] 25,8
200 mg/kg \ 24,7
V 29,9
VI 26,3
I 24,4
LOTE 3 [l 24,4
1] 28,4
300 mg/kg \Y% 29,6
Vv 26,6
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VI 25,3
I 25,6
LOTE 4 [l 25,3
Blanco 1l 25,05
Alcohol en
suero IV 25,4
10 mg/kg V 25
VI 24,7
I 28,7
LOTE 5 1l 25
Patrén 11 27,6
Indometacina \Y/ 27,3
10 mg/kg V 24,7
VI 26,6

TABLA 2.2.- Peso individual de los ratones por lotes
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Luego los ratones fueron anestesiados y rasurados en el
lomo; posteriormente se les realiz6 una incision de
aproximadamente 2 cm en la mitad del dorso lateral.
Finalmente se les introdujo de manera subcutanea 1 pellet
de algoddén estéril de aproximadamente 15 mg(32), los
cuales fueron pesados en la balanza analitica BOECO BBL
31 (Alemania). A continuacion se suturé la herida y sobre
ella se aplicé alcohol yodado para evitar infecciones.
(ANEXO 15)

Al dia siguiente se realizo la aplicacion oral de la tintura de
Llantén al 30% a los lotes 1, 2 y 3 a dosis de 100, 200 y
300 mg/kg de peso respectivamente; alcohol en suero
fisiolégico (Fisiol UB, Lab. Lamosan, lote 09030302) como
blanco al lote 4 a dosis de 10 mg/kg de peso; y al lote 5
solucion de Indometacina (Indocid capsulas de 25 mg, Lab.
MSD, lote P346) como patréon a dosis de 10 mg/kg.
(ANEXO 16) Esta aplicacion se efectud por 7 dias, durante
los cuales se observaron los parametros de la inflamacion
como la tumefaccion, rubor, calor, dolor y pérdida o
disminucion de la funcion (ANEXO 17). Al octavo dia se
sacrificaron los animales en atmésfera de éter (Lab.
Promeclin) y se realizd la exéresis de los granulomas, los

cuales fueron pesados en el momento de la extraccion
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determinando sus pesos humedos. Posteriormente se
secaron en estufa a 60°C durante 24 horas y fueron
pesados determinandose sus pesos secos. (ANEXO 18,
19)

Con los datos recolectados se calcularon los valores de
contenido acuoso Yy contenido fibrogranuloso, que fueron
analizados estadisticamente entre si y en comparacion con
los de los grupos blanco y patréon. Por altimo se determind

el porcentaje de inhibicion de la inflamacion.

2.1.13.1.1. PARAMETROS DE LA INFLAMACION

Para determinar el grado de inflamacion se utilizd la

siguiente leyenda:

Leve: +
Moderada: ++
Intensa: +++
Ausencia: -

Calor: Para establecer el grado de calor presentado por el

raton se utilizé el sentido del tacto, éste se basd en tocar
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con los dedos la zona donde se implantdé el pellet de

algodon determinando asi su intensidad.

Dolor: Para evaluar el dolor se procedio a estimular la zona
afectada mediante el pinchazo con la cabeza de una aguja,
midiéndose la reaccion del ratbn como intensa si apenas se
le tocaba chillaba, moderada si al contacto con la aguja
cerraba sus o0jos 0 se esquivaba, leve si al pincharle
apenas realizaba un ligero movimiento y ausencia si no

manifestaba ningun tipo de reaccion.

Rubor: Para la medicion del rubor se utilizo el sentido de la
vista, es decir se procedid a la observacion de la zona de la
herida del raton, en donde se determiné por el color el

grado de rubor o enrojecimiento.

Tumefaccion: Para determinar el parametro de
tumefaccion, se inspecciondé visualmente la zona de
implante del pellet de algoddn, calificandose como intensa
si la zona se encontraba muy hinchada, moderada si la
zona presentaba una hinchazon media, leve si la zona
presentaba una ligera hinchazén y ausencia de la misma si
la zona afectada presentaba solo el abultamiento por parte

del pellet de algodon.
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Pérdida del funcionamiento: Para conocer si hay pérdida
o disminucion de la funciéon del 6rgano o tejido afectado se
realizé la observacion del raton durante todos los dias de
tratamiento, designandose como ausencia si el raton
presentaba el mismo comportamiento o movilidad que tenia
antes del tratamiento farmacologico; se calificaria como
grado intenso si como consecuencia de la lesion el ratén
presenta una ausencia de movilidad notable; moderado si
se observa una ligera falta de movilidad y como leve si
apenas se produce una pequeia variacion en el

movimiento.

2.1.13.2. METODOLOGIA DEL ANALISIS ESTADISTICO

Para valorar las estimaciones cualitativas se utilizd el
analisis de proporciones y para las pruebas cuantitativas la
t de student, mediante el analisis de datos referido en las

herramientas de Microsoft - Excel 2007.

2.1.13.2.1. METODOLOGIA DEL ANALISIS
CUALITATIVO

ANALISIS DE PROPORCIONES

Definicion:
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“El analisis de proporciones es el unico analisis estadistico
aplicable a estudios
cualitativos y nos indica si nuestro estudio es significativo.
Este analisis consiste en el calculo de limites superior e

inferior de la poblacion estudiada”.(33)
Célculo de limites:

L=p *Zal,*es(p)
En donde:

L = limite (limite superior si se suma y limite inferior si se

resta)
p = probabilidad de que ocurra (casos + 0 -)
p =n/N
Z = para 95% de confianza= 1,96 Z a/,=1,96
es(p)= error del estimador
es(p) = raiz (p*g/n) *raiz [(N-n)/(N-1)]
g = probabilidad de que no ocurra
q=1p

N = total de casos
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n = total de casos + 0 — segun el caso

El analisis se hace con el mayor valor (n).

2.1.13.2.2. METODOLOGIA DEL ANALISIS
CUANTITATIVO

PRUEBA T DE STUDENT

Definicidn:

“Test que se utiliza para comparar dos tratamientos. Este
test nos permite, basados en la desviacion estandar,
determinar si existen diferencias significativas en la variable
gue analizamos, 0 sea que hemos medido en dos grupos,
con individuos o muestras distintas para cada grupo (test t

no pareado) o cuando tenemos el mismo grupo, evaluado

con un antes y despueés (test t pareado)”.(34)

Formulacidn de hipotesis:
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Para la evaluacion farmacologica de las dosis de la tintura
de PmL se plantearon dos hipotesis, una hipotesis nula

(Ho) y una hipoétesis alternativa (H1).

Se obtuvieron valores de la t estadistica o experimental, de
la t critica, ademas de los valores de probabilidad (P) a
partir de los cuales se rechazo o acept6 la hipoétesis nula,

en donde;

» Si P es menor o igual que 0,05 se rechaza la Ho por

haber diferencias estadisticamente significativas.

» Si P es mayor que 0,05 se acepta la Ho por no haber

diferencias estadisticamente significativas.

CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. RESULTADOS

3.1.1. RESULTADOS DEL ANALISIS
MACROMORFOLOGICO

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 103



UNIVERSIDAD DE CUENCA

A

UNIVERSIOAD DE CUENCA

Los resultados del analisis macromorfologico de la droga

en estudio se indican en la tabla 3.1.

Color de las hojas

En el haz y envés verde

claro

Consistencia

Lisa

Olor Caracteristico
Sabor Amargo
Tamafo 13,3cmdelargoy 7,9 cm

de ancho

Presencia de vellosidades

Carece de vellosidades

Forma de la hoja

Ovalada

Borde de la hoja

Ligeramente dentado

Base foliar

Redondeada

Disposicion de las hojas

Basales dispuestas en

rosetas

Tabla 3.1.- Resultado del analisis macromorfologico de la

droga
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Figura 3.1.- Analisis macromorfolégico de droga de PmL
Referencia (35)

Los datos anteriores se compararon con material de
referencia(21) (35), por lo que la planta analizada

corresponde a Plantago major L.

3.1.2. RESULTADOS DEL ANALISIS
MICROMORFOLOGICO
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Corte Longitudinal: En este corte se observo la presencia
de estomas, los cuales fueron mejor identificados en el

corte transversal.

Corte transversal: En este corte se pudo observar la
presencia de células, estomas diaciticos en numero de 7 a

9 por campo Yy tricomas.

Figura 3.2.- Corte de la hoja de PmL (21)

Al realizar el analisis micromorfolégico de la droga se
determiné que las estructuras observadas corresponden

con las establecidas(21) para la especie de PmL.

3.1.3. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS
HISTOQUIMICAS

Los resultados de las pruebas histoquimicas se muestran

en la tabla 3.2.
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Determinacion Resultado de la

observacion

Células de almidon Negativo
Lignina Negativo
Tricomas epidérmicos Tricomas unicelulares

Cristales de oxalato de|Cristales en forma de

calcio prismas

Carbonato de calcio Negativo

Principios amargos y | Sabor amargo

astringentes

TABLA 3.2.- Resultados de pruebas Histoquimicas

Al realizar las pruebas histoquimicas lo que se pudo
determinar fue la presencia de tricomas unicelulares,

cristales, principios amargos y astringentes.

3.1.4. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS FiSICO-
QUIMICOS

Para determinar si los resultados de los parametros fisico-
guimicos de Plantago major L se encuentran dentro del
rango permisible se utilizd como referencia algunos datos
gue se encuentran establecidos para la droga Plantago
lanceolata L, en la Norma Ramal del MINSAP (NRSP
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303:1992)(36) por pertenecer estas drogas a la misma
familia Plantaginaceae. Los limites establecidos se

presentan en la tabla 3.3:

Analisis fisico-quimico

Analisis fisico Norma (%)
Materia organica max.2
Materia inorganica max.2
Hojas ennegrecidas max.6

Analisis quimico

Humedad max.14
Cenizas totales max.16
Sustancias solubles en min.30

etanol al 90%

TABLA 3.3.- Limites maximos establecidos para los
parametros fisico-quimicos de la droga Plantago lanceolata
L.

3.1.4.1. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS FISICOS

Los resultados de los parametros fisicos se indican en la
tabla 3.4.

Analisis fisico Resultado (%)
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Materia organica 0,35%

Materia inorganica 0,24%

Hojas ennegrecidas 3,1%

TABLA 3.4.- Resultados del analisis fisico de la droga de
PmL.

Los resultados que se obtuvieron con los parametros
fisicos de la droga se encontraron dentro de los rangos
permitidos por la Norma Ramal, por lo que la calidad de la
misma con respecto al analisis fisico es aceptable.

3.1.4.2. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS
QUIMICOS

Los resultados de los parametros quimicos se muestran en
la tabla 3.5.

Analisis quimico Resultados (%)
Humedad 5,2%
Cenizas totales 11,27%

Sustancias solubles en |52,3%

etanol al 90%

TABLA 3.5.- Resultados del analisis quimico de la droga
de PmL.
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En cuanto al analisis quimico de la droga se encontré que
los resultados obtenidos cumplieron con los limites
establecidos por la Norma Ramal, asi el contenido de
humedad de la droga fue de 5,2%, lo cual garantiza una
buena conservacion por inactivacion de las enzimas. Por
otro lado se determin6 un 11,27% de cenizas totales y un
52,3% de sustancias solubles, valores que se consideran
aceptables pues su cantidad es menor a la maxima

permitida por la norma.

3.1.5. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE
MICROORGANISMOS

Los resultados del andlisis microbioldgico de la droga de

PmL se aprecian en la tabla 3.6.

Microorganismo Resultado Maximo
parametro

Bacterias 3,1 x 10° UFC/g 1 x 10° UFC/g

aerobias

Mohos y| 6,4 x10° UPC/g 1 x 10° UPC/g

levaduras

Coliformes totales 0 UFC/g 1 x 10° UFC/g

Coliformes 0 UFC/g 1 x 10 UFC/g
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fecales

TABLA 3.6.- Resultados del analisis microbioldgico.

El analisis microbiologico de la droga seca de PmL
determind que los resultados obtenidos no excedieron los
limites maximos establecidos segun la propuesta de B.

Frank.

Tomando en consideracion el analisis fisico-quimico y el
analisis microbioldgico se establecié que la droga utilizada
estuvo en condiciones Optimas para la realizacién de la

investigacion farmacoldgica.

3.1.6. RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA

Convenciones para la interpretacion de resultados

Resultado Asignhacion
Negativo -
Dudoso +/-
Positivo +
Francamente positivo ++
No determinado ND
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TABLA 3.7.- Leyenda de interpretacion de los resultados

de la marcha fitoquimica.

Los resultados de los metabolitos encontrados en la droga

de PmL se presentan en las siguientes tablas:

FRACCION A
Metabolito Resultado

Aminoéacidos

Ensayo en el papel ++

Ensayo en el tubo ++
Flavonoides ++
Leucoantocianinas +
Compuestos fenolicos ++
Taninos +

TABLA 3.8.- Resultados de los metabolitos encontrados en

la Fraccion A.
FRACCION B
Metabolito Resultado
Triterpenos y/o esteroides ++
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Flavonoides ++

TABLA 3.9.- Resultados de los metabolitos encontrados

en la Fraccion B.

FRACCION E
Metabolito Resultado

Flavonoides ++
L eucoantocianinas ++
Compuestos fenolicos +
Taninos +
Alcaloides:

Dragendorff +

Wagner +

Acido fosfomolibdico ++

Acido fosfowolframico ++

TABLA 3.10.- Resultados de los metabolitos encontrados

en la Fraccion E.

Al realizar el analisis fitoquimico se determind la presencia
de los siguientes metabolitos: aminoacidos, taninos,
compuestos fendlicos, flavonoides, leucoantocianidinas,

triterpenos y/o esteroides y alcaloides. (ANEXO 20)
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3.1.7. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE
OTROS METABOLITOS

3.1.7.1. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE
GLUCIDOS

Los resultados para la determinacion de glucidos se

muestran en la tabla 3.11.

Ensayo Resultado
Ensayo de Fheling Dudoso
Ensayo de Molish Positivo con timol, negativo con
alfa naftol
Ensayo de las pentosas | Positivo

TABLA 3.11.- Resultados de la determinaciéon de glucidos.
Para la identificacion de metabolitos como los gllucidos se

realizaron diversos ensayos, los cuales determinaron que la
droga de PmL si contenia glucidos, comprobandose asi lo

establecido en las referencias bibliograficas(21).

3.1.8. RESULTADO DE LA VALORACION DE LA VIA DE
ADMINISTRACION
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Luego de los 15 minutos de administracion del azul de
metileno se realizo la diseccion de la cavidad abdominal de
los ratones observandose este compuesto en el estbmago
e intestino de los mismos, este resultado nos garantiza que
la dosis que se va a utilizar llegara a su estbmago, tal como

se puede demostrar en el ANEXO 21.

3.2. ANALISIS ESTADISTICO
3.2.1. ANALISIS CUALITATIVO

3.2.1.1. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE LA
INFLAMACION

De los parametros de la inflamacion: calor, dolor, rubor,
tumefaccion y pérdida o disminucion de la funcion, se
decidié tomar como referencia de analisis el grado intenso
(+++) de dolor y tumefaccion debido a que éstos resultaron
ser los mas interesantes al momento de valorarlos y
permitieron tener una mejor apreciacion de cémo actuan
las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de la tintura de PmL al

compararlas con el Blanco y con el patron de Indometacina.

El proceso diario de la evolucion del dolor intenso se indica
en la tabla 3.12:
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DOLOR INTENSO - DOSIS DE 100, 200 Y 300 mg/kg

FRENTE AL BLANCO Y AL PATRON DE
INDOMETACINA

DROGAY
DOSIS DIA 1|DIiA 2 |DIiA 3|DIA 4 |DIA 5|DIA 6| DIA 7
PmL 100 4 de|4de |4de |4de | 4de | 2de | 2de
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
PmL 200 3de | 3de | 2de | 1de | Ode | Ode | Ode
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
PmL 300 3de | 3de | 1de |Ode | Ode | Ode | Ode
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
4de | 5de | 4de | 6de | 5de | 5de | 3de
Blanco 6 6 6 6 6 6 6
4de | 3de | 0Ode | 0Ode | Ode | Ode | Ode
Indometacina| 6 6 6 6 6 6 6

TABLA 3.12.- Dolor intenso en los ratones tratados con las

dosis de 100, 200 y 300 mg/kg, comparado con el Blanco y

con el Patron de Indometacina.

El proceso diario de la evolucion del dolor intenso (ANEXO

22) para los diferentes lotes de ratones se muestra en la

figura 3.3:
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DOLOR INTENSO i
DOSIS DE PmL VS BLANCO Y PATRON

NUMERO DE RATONES

DiA 1 DIiA 2 Dia 3 DiA 4 DIA 5 DIA G DIAT

Dosis 100 mg/kg = Dosis 200 mgfkg = Dosis 300 mg/fkg ®Blanco ® Indometacina

FIGURA 3.3.- Histograma del parametro dolor intenso de
las dosis de PmL frente al Blanco y al Patron de

Indometacina.

Interpretacion de Resultados:

En la figura 3.3, al comparar las dosis de la tintura de PmL
con el blanco y con el patrén de Indometacina se observa
gue el tratamiento farmacologico con la dosis de 100 mg/kg
produce una escasa disminucion del dolor intenso, lo que
significa que no hubo una muy buena respuesta con la
droga a esa dosis, sin embargo al aumentar la dosis de la
tintura a 200 y 300 mg/kg se produjo un mejor resultado
llegandose a tener un efecto mas proximo al producido por
el patron, lo que se puede deber a la presencia de

flavonoides encontrados en la droga, a los cuales se le
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atribuyen propiedades antiinflamatorias, debido a la
inhibicion de la fosfolipasa A2, a la 5-lipoxigenasa, o a la
COX, gque influyen en la inhibicion de la sintesis de PGs
(37), causantes del dolor, fiebre y tumefaccion(10), lo que
explicaria el comportamiento similar entre la dosis de 300
mg/kg y la Indometacina. La accion antiinflamatoria podria
relacionarse también a la presencia de esteroides
encontrados en la droga de Llantén los cuales inhiben la
liberacion de &cido araquidénico de las reservas de
fosfolipidos y asi bloquean la liberacion de leucotrienos,
prostaglandinas y tromboxanos (38). Con el blanco se
dieron variaciones, disminuyendo esta fase en el dltimo dia
de tratamiento, esta situacion podria deberse a la
respuesta inmune desencadenada por el organismo del
ratbn como mecanismo de defensa frente a la agresion

producida(6).

El porcentaje del nimero de observaciones de ratones con
dolor intenso durante los siete dias de tratamiento se

aprecia en la figura 3.4:
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Figura 3.4.- Histograma del porcentaje de ratones con
dolor intenso basado en la observacion diaria del

tratamiento con PmL, Blanco e Indometacina.
Interpretacion de resultados:

De acuerdo al histograma 3.4, se puede observar que en el
lote tratado con la dosis de 100 mg/kg el dolor intenso
estuvo presente en 57,1% de ratones de este lote al final
del tratamiento, mientras que con las dosis de 200 y 300
mg/kg se aprecio esta fase en un 21,4 y 16,6% de ratones
de cada lote respectivamente. Estas ultimas dosis tienen un
efecto similar al producido por la Indometacina, lo cual se
explico anteriormente, destacandose principalmente la

inhibicion de las PGs disminuyendo asi el proceso doloroso
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ya que se conoce que eéstas sensibilizan las terminales
nerviosas periféricas localizadas en el sitio de la
inflamacion lo que hace que se transmita la respuesta
dolorosa (11).

La manifestacion de tumefaccion en los ratones se

presenta en la tabla 3.13:

TUMEFACCION INTENSA - DOSIS DE 100, 200 Y 300
mg/kg
FRENTE AL BLANCO Y AL PATRON DE
INDOMETACINA

DROGA Y DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
DOSIS 1 2 3 4 5 6 7
PmL 100 4de | 5de | 5de | 2de | 2de |1de| Ode
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
PmL 200 3de | 3de | 3de | 0Ode | Ode |[0de| Ode
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
PmL 300 2de | 1de | 1de | 0Ode | Ode |Ode| Ode
mg/kg 6 6 6 6 6 6 6
Blanco 5de | 6de | 3de | 3de | 2de |[2de| 4 de
6 6 6 6 6 6 6
Indometacina | 2de | 1de | Ode | Ode | Ode [0de| Ode
6 6 6 6 6 6 6
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TABLA 3.13.- Tumefaccion intensa en los ratones tratados
con las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg, comparada con el

Blanco y con el Patron de Indometacina.

El proceso diario de la evolucion de la tumefaccién intensa
con el tratamiento de las dosis de tintura, con el blanco y el

patron se presenta en la figura 3.5:

TUMEFACCION INTENSA i
DOSIS DE PmL VS BLANCO Y PATRON

m

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA7

N W kR O

NUMERO DE RATONES

—_—

Dosis 100 mg/kg ® Dosis 200 mg/kg * Dosis 300 mg/kg ®mBlanco ® Indometacina

FIGURA 3.5.- Histograma del parametro tumefaccion
intensa de las dosis de PmL frente al Blanco y al Patron de

Indometacina.

Interpretacion de Resultados:

El histograma anterior muestra que la tumefaccion intensa

disminuyé a medida que aumento la dosis de la tintura,
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obteniéndose un mejor resultado con las dosis de 200 y
300 mg/kg, siendo esta ultima la que mas se asemeja al
patron, lo cual indica que la droga de PmL disminuyo la
respuesta sistémica del proceso inflamatorio, en donde
participan varios sistemas y metabolitos que generan
vasodilatacion local, trasudaciéon de liquidos, formacion de
edema, aumento de la temperatura local y aflujo de células
de la sangre hacia el tejido afectado (6), lo que explicaria
también lo sucedido con los demas parametros de la
inflamacion como calor, rubor, y dolor. Este efecto se
puede deber a los metabolitos antes mencionados a los
cuales se les refiere propiedades antiinflamatorias. Por el
contrario la dosis de 100 mg/kg produjo una menor
disminucion de la tumefaccion presentandose en seis de
los siete dias de tratamiento. Con el blanco al igual a lo
ocurrido en el dolor no se aprecia respuesta favorable, ya

gue la tumefaccion se mantiene durante los siete dias.

El porcentaje del nimero de observaciones de ratones con
dolor intenso durante los siete dias de tratamiento se

aprecia en la figura 3.6:
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Figura 3.6.- Histograma del porcentaje de ratones con
tumefaccién intensa basado en la observacion diaria del

tratamiento con PmL, Blanco e Indometacina.

Interpretacion:

Al analizar la figura 3.6, se observa que las dosis de 200 y

300 mg/kg disminuyeron favorablemente la tumefaccion,

siendo esta ultima dosis la que produjo una respuesta mas

cercana al patron, manifestandose este parametro en un

9.5% de ratones de este lote, lo que indica que la droga de

PmL si posee metabolitos con actividad antiinflamatoria. En

cambio el lote que fue tratado con la dosis de 100 mg/kg no

tuvo una buena respuesta, siendo esta dosis insuficiente

para tratar la tumefaccion, el cual se aprecié en un 45,2%
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de ratones, ya que esta dosis presentd un resultado

cercano al blanco (59,5%).

3.2.1.2. ANALISIS DE PROPORCIONES

El andlisis de proporciones de los parametros de la

inflamacion se

basoé en la fase intensa (+++), ya que

permite un mejor estudio de las estimaciones cualitativas

para determinar si hay una significacion estadistica en

nuestra investigacion farmacolégica (ANEXO 22).

Los

resultados del andlisis de proporciones de los parametros

de la inflamacion se indican en las siguientes tablas:

DESARROLLO DE RUBOR EPIDERMICO

DROGA'Y N | n |es(p)| Limite | Limite |Significacion
DOSIS Superior | Inferior | Estadistica
PmL 100 42 | 27 | 0,055 0,75| 0,533 Si
mg/kg
PmL 200 42 | 5 10,136 0,385| -0,122 Si
mg/kg
PmL 300 42 | 8 |0,125 0,435| 0,055 Si
mg/kg
Indometacina | 42 | 5 |0,136 0,385| -0,122 Si

TABLA 3.14.- Resultados obtenidos de acuerdo al analisis

de proporciones de las 3 dosis de PmL — Rubor Epidérmico
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Interpretacion:

Mediante el analisis de la tabla anterior se puede observar

gue los valores obtenidos para es(p) “error del estimador”

se encontraron dentro de los limites superior e inferior, lo

cual demuestra que el estudio “in vivo” realizado en ratones

al administrarles las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de la

tintura de Llantén, en lo que se refiere al parametro rubor

tiene significacion estadistica, lo que indica que existe un

efecto farmacoldgico al utilizar esta droga.

DETECCION DE LA MEDIDA DEL CALOR LOCAL

DROGA'Y N | n |es(p)| Limite | Limite |Significacion
DOSIS Superior | Inferior | Estadistica
PmL 100 42 | 19 | 0,085 0,619| 0,285 No
mg/kg
PmL 200 42 | 6 |0,133 0,403 | -0,118 Si
mg/kg
PmL 300 42 | 9 0,122 0,453 | -0,025 Si
mg/kg
Indometacina | 42 | 5 |0,136 0,385| -0,122 Si

TABLA 3.15.- Resultados obtenidos de acuerdo al analisis

de proporciones de las 3 dosis de PmL — Calor Local

DETERMINACION DEL DOLOR LOCAL
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DROGA'Y N | n |es(p)| Limite | Limite |Significacion
DOSIS Superior | Inferior | Estadistica
PmL 100 42 | 24 | 0,066 0,700| 0,441 No
mg/kg
PmL 200 42 | 9 (0,122 0,453 | -0,025 Si
mg/kg
PmL 300 42 | 7 10,129 0,418 | -0,086 Si
mg/kg
Indometacina | 42 | 7 0,129 0,418 | -0,086 Si

TABLA 3.16.- Resultados obtenidos de acuerdo al analisis

de proporciones de las 3 dosis de PmL — Dolor Local

DESARROLLO DE TUMEFACCION LOCAL

DROGA'Y N | n [es(p)| Limite | Limite | Significacion
DOSIS Superior | Inferior | Estadistica
PmL 100 42 | 19 0,085 0,619| 0,285 No
mg/kg
PmL 200 42 | 9 |0,122 0,453 | -0,025 Si
mg/kg
PmL 300 42 | 4 | 0,14 0,369 | -0,179 Si
mg/kg
Indometacina | 42 | 3 0,144 0,354 | -0,212 Si

TABLA 3.17.- Resultados obtenidos de acuerdo al analisis
de proporciones de las 3 dosis de PmL — Tumefaccion

Local

Interpretacion:
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Luego de realizar el analisis de proporciones se puede
observar que las dosis de 200 y 300 mg/kg de PmL tienen
significacion estadistica, lo que quiere decir que el
tratamiento que recibieron los ratones de estos lotes
produjo un efecto farmacologico que ayudo a disminuir
significativamente los parametros de calor, dolor vy
tumefaccion, lo que no ocurre con la dosis de 100 mg/kg,
ya que ésta al no tener una significacion estadistica no
presenta el efecto manifestado por las otras dosis. Tanto es
asi que por ejemplo en referencia a los ratones que
mostraron inhibicién del dolor en la evolucion del proceso
antiinflamatorio inducido, dio como resultado que a la dosis
de 100 mg/kg hubo un comportamiento muy alejado de las
expectativas de mejoria. Esto es que de 42 observaciones,
mas de la mitad (24), dieron sensibilidad al estimulo algico,
lo que significa que no hubo un buen aporte de la droga a
esa dosis. Sin embargo, a las dosis crecientes de 200 y
300 mg/kg, el cambio de comportamiento antialgico fue
muy interesante, llegando incluso a presentar un similar

comportamiento al de la Indometacina.

3.2.2. ANALISIS CUANTITATIVO
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La determinacion del efecto antiinflamatorio por la mota de
algodon se realiz6 mediante la introduccion de manera
subcutanea de un pellet estéril de algoddn, a los ratones
previamente pesados e identificados; al octavo dia se
realizo la exeéresis de los granulomas determinandose sus
pesos humedos y sus pesos secos, datos con los cuales
se procedi6 a calcular el contenido acuoso Yy
fibrogranuloso obteniéndose los resultados que se indican
en la tabla 3.18:

Donde:

CA: Contenido acuoso CFG: Contenido
fibrogranuloso
CA = Peso humedo — Peso seco CFG = Peso seco —

Peso pellet de algoddn

Posteriormente se calcul6 el porcentaje de inhibicion tanto
del contenido acuoso como fibrogranuloso, el cual se
determind mediante la siguiente formula:

CA (blanco) — CA problema
CA (blanco)

Inhibicion de la inflamacion = x 100 (%)

CFG (blanco) — CFG problema
CA (blanco)

Inhibicion de la inflamacion = x 100 (%)
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DETERMINACION DEL CONTENIDO ACUOSO Y FIBROGRANULOSO
N°de | Peso algoddon |Peso humedo | Peso seco
raton (mg) (mg) (mg) CA (mg) | CFG (mg)

I 15,1 197 31,2 165,8 16,1
LOTE 1 I 15,1 149,5 31,8 117,7 16,7
11 14,9 157,4 26,3 131,1 11,4
\Y 15,1 146,2 23,2 123 8,1
100 mg/kg Vv 15 160,4 19,7 140,7 4,7
VI 15,2 134,3 25,4 108,9 10,2

Media
aritmética.: 131,2 11,2
I 14,9 1449 17,4 127,5 2,5
LOTE 2 I 15,1 139,4 18,05 121,3 2,9
11 14,9 155 18,7 136,3 3,8
\Y 15,2 150,4 16,9 133,5 1,7
200 mg/kg Vv 14,5 131,3 19,2 112,1 4,7
VI 15,1 124,2 17,5 106,7 2,4

Media
aritmética: 122,9 3,0
LOTE 3 | 15,2 139,8 16,1 123,7 0,9
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' 148 142 153 1267 05
" 152 1235 203 103.2 51
300 mg/kg |y, 151 1322 172 115 21
v 148 103.2 191 841 43
VI 149 1281 176 1105 27
Media
aritmética: 110,5 2,6

DETERMINACION DEL CONTENIDO ACUOSO Y FIBROGRANULOSO

N° de | Peso algodon | Peso humedo | Peso seco
ratén (mQ) (mQ) (mQ) CA (mg) | CFG (mqg)
| 14,9 171,4 32 139,4 17,1
LOTE 4 Il 15 184,9 33,6 151,3 18,6
Blanco 1l 15 182,1 37,8 144,3 22,8
Alcohol en
suero \V/ 15,1 156,7 27,4 129,3 12,3
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10 mg/kg V 14,9 176,2 32,7 143,5 17,8
VI 14,8 177,1 33,1 144 18,3

Media
aritmética: 141,9 17,8
| 15,1 104,5 15,6 91,9 0,5
LOTE 5 Il 14,9 78,2 18,1 70,1 3,2
Patron I 14,9 92,1 15,2 79,9 0,3
Indometacina \Vi 14,9 89,3 16,3 79 1,4
10 mg/kg vV 14,8 123,5 18 105,5 3,2
Vi 15 97,5 16,2 85,3 1,2

Media
aritmética: 85,2 1,6

TABLA 3.18.- Resultados de los contenidos acuoso y fibrogranuloso de los ratones.
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CONTENIDO ACUOSO COMPARADO CON EL BLANCO
Y EL PATRON DE INDOMETACINA

CONTENIDO ACUQOSO
N° DE LOTE MEDIA
DROGA Y DOSIS ARITMETICA (mQ)
Lote 1 PmL 100
mg/kg 131,2
Lote 2 PmL 200 mg/kg 122,9
Lote 3 PmL 300 mg/kg 110,5
Lote 4 Blanco 141,9
Lote 5 Indometacina 85,2

TABLA 3.19.- Contenido acuoso de las dosis de PmL

frente al Blanco y al patron de Indometacina.

CONTENIDO ACUOSO

160

°

§_ 140
g 120
- 100
-

E 80
‘3 60
< 40
a 20
w

= 0

Dosis 100 Dosis 200 Dosis 300 Blanco Indometacina
ma/kg mg/kg mg/kg
LOTES

FIGURA 3.7.- Histograma del Contenido Acuoso frente al
Blanco y al patron de Indometacina

Interpretacion de Resultados:
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La presencia de contenido acuoso en el sitio de
implantacion del algodon indica la accion de la sustancia a
evaluar a nivel del edema en la inflamacion(31), el cual
puede ser debido a un posible incremento de la accion de
las PGs y LcTs en donde los primeros actuan como
vasodilatadoras y los segundos aumentan la permeabilidad

capilar.(10)

De acuerdo a esta apreciacion en el histograma 3.7 se
puede observar que los ratones de los lotes 1, 2 y 3
tratados con las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg
respectivamente presentaron un contenido acuoso menor
(disminucién del edema) al blanco, lo cual significa que la
droga tiene actividad antiinflamatoria, la cual es mayor a
medida que la dosis aumenta. En cambio, esta accion es
menor al compararla con la Indometacina, llegando a ser la
dosis de 300 mg/kg la que posee un efecto antiinflamatorio

mas cercano al patron.

CONTENIDO FIBROGRANULOSO COMPARADO CON
EL BLANCO Y EL PATRON DE INDOMETACINA

CONTENIDO FIBROGRANULOSO
N° DE LOTE MEDIA
DROGA Y DOSIS ARITMETICA (mg)
Lote 1 PmL 100
mg/kg 11,2
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Lote 2 PmL 200 mg/kg 3

Lote 3 PmL 300 mg/kg 2,6
Lote 4 Blanco 17,8
Lote 5 Indometacina 1,6

TABLA 3.20.- Contenido Fibrogranuloso de las dosis de

PmL frente al Blanco y al patron de Indometacina.

CONTENIDO FIBROGRANULOSO

18

‘éi 16
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o
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Dosis 100 Dosis 200 Dosis 300 Blanco Indometacina
mg/kg mg/kg mg/kg
LOTES

FIGURA 3.8.- Histograma del Contenido Fibrogranuloso

frente al Blanco y al patron de Indometacina

Interpretacion de Resultados:

La presencia de contenido fibrogranuloso en el lugar de
aplicacion de la mota de algoddn esta relacionada con la
cantidad de tejido conectivo presente en el sitio de

inflamacion en donde hay la existencia de células.(31)

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, mediante la figura

anterior se puede apreciar que los lotes que fueron tratados
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con las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg, presentaron un
contenido fibrogranuloso menor al blanco especialmente
las dosis de 200 y 300 mg/kg. Siendo estas dosis las que
presentaron un contenido similar al de la Indometacina.
Estos resultados alcanzados apuntan hacia un efecto
antiinflamatorio por parte de la droga de PmL, lo cual puede
deberse a una inhibicion en la liberacion del acido
araquidonico bloqueando asi la liberacion de LcTs los
cuales producen aumento de la permeabilidad vascular.

(38).

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA INFLAMACION
FRENTE AL BLANCO Y A LA INDOMETACINA

INHIBICION DE LA INFLAMACION EN COMPARACION CON

EL BLANCO
Blanco| DROGA'Y CA % de CFG % de
DOSIS (mg) |Inhibicibn| (mg) |Inhibicidon
PmL 100 131,2 7,5 11,2 37,07
Alcohol | mg/kg
en PmL 200 122,9 13,3 3 83,1
suero | mg/kg
10 PmL 300 110,5 22,1 2,6 85,3
mg/kg | mg/kg
85,2 39,9 1,6 91,01
Indometacina
Blanco 141,9 - 17,8 -
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TABLA 3.21.- Porcentaje de Inhibicion de la Inflamacion

frente al Blanco y a la Indometacina.

PORCENTAJE DE INHIBICION DEL CONTENIDO
ACUOSO FRENTE AL BLANCO Y LA INDOMETACINA

CONTENIDO ACUOSO
% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION VS EL
BLANCO

N° DE

LOTE DROGA Y DOSIS %
Lote 1 PmL 100 mg/kg 7,5
Lote 2 PmL 200 mg/kg 13,3
Lote 3 PmL 300 mg/kg 22,1
Lote 5 Indometacina 39,9
Lote 4 Blanco -

TABLA 3.22.- Contenido acuoso - Porcentaje de Inhibicion

de la Inflamacién frente al Blanco y a la Indometacina.

CONTENIDO ACUOSO ]
DOSIS DE Plantago major L VS BLANCO Y PATRON

40
35

Z ?
2 25 e
T 20 -
= .. =
w
[m] 10 -
=
5 -
V- 4
O T T T T 1
Dosis 100 Dosis 200 Dosis 300 Indometacina Blanco

mg/kg mg/kg mg/kg

LOTES
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FIGURA 3.9- Histograma de Inhibicion de la Inflamacion
del Contenido Acuoso con las dosis de PmL frente al

Blanco y al Patron.

Interpretacion de Resultados:

El histograma 3.9 permite observar que las dosis de 100,
200 y 300 mg/kg de PmL. inhiben la inflamaciéon en un 7,5,
13,3 y 22,1% respectivamente, lo que indica que existe un
mayor efecto antiinflamatorio, evidenciandose una mejor
respuesta al aumentar las dosis. Se observa también que la
inhibicién se produjo con mayor efecto al utilizar la dosis de
300 mg/kg y presentd un efecto mas aproximado a la
Indometacina (39,9%); Esta actividad antiinflamatoria
evidencia un buen mecanismo de control de la inflamacion
semejante a los resultados encontrados por otros autores al
emplear este modelo experimental de granuloma inducido
por algodon en el estudio de otras plantas medicinales, por
ejemplo las investigaciones realizadas por: Migdalia
Rodriguez y colaboradores(31), Vivian del Pilar Rosales
(37) y Otros (39), (40), en donde se sugiere la inhibicién de
PGs y LcTs como parte de la actividad antiinflamatoria
ejercida por otras especies vegetales. Como resultado final
se tendria que la droga de PmL inhibe la vasodilatacion asi

como la permeabilidad vascular que contribuye a la
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formacion de edema, lo que explicaria su efecto similar al
producido por la Indometacina al haber una inhibicion del
contenido acuoso.
PORCENTAJE DE INHIBICION DEL CONTENIDO
FIBROGRANULOSO FRENTE AL BLANCOY LA
INDOMETACINA

CONTENIDO FIBROGRANULOSO

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION VS

BLANCO Y PATRON

N° DE LOTE DROGA Y DOSIS %
Lote 1 PmL 100 mg/kg 37,07
Lote 2 PmL 200 mg/kg 83,1
Lote 3 PmL 300 mg/kg 85,3
Lote 5 Indometacina 91,01
Lote 4 Blanco -

TABLA 3.23.- Contenido Fibrogranuloso - Porcentaje de

Inhibicion de la Inflamacion frente al Blanco.
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CONTENIDO FIBROGRANULOSO )
DOSIS DE Plantago major L VS BLANCO Y PATRON
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% DE INHIBICION
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mg/kg mg/kg mg/kg

LOTES

FIGURA 3.10.- Histograma de Inhibicion de la Inflamacién
del Contenido Fibrogranuloso con las dosis de PmL frente

al Blanco y al Patron.

Interpretacion de Resultados:

Al analizar la grafica anterior se evidencia que en el
contenido fibrogranuloso existi6 una inhibicibn de la
inflamacion igual que en el contenido acuoso por parte de
todas las dosis y el patron de Indometacina. Ademas se
observa que las dosis de 200 y 300 mg/kg tienen una
inhibicion de la inflamacion de 83,1 y 85,3% cercana al
farmaco de referencia (91,01%), lo cual puede deberse a lo
gue se explicé anteriormente, a una inhibicion en la

liberacion del acido araquidénico con lo cual se bloquea la
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liberacion de LcTs, que son los que producen aumento de
la permeabilidad vascular y promueven la adherencia
leucocitaria lo cual se manifiesta con una mayor inhibicion

del contenido fibrogranuloso.

Los valores obtenidos de los porcentajes de inhibicion de la
inflamacion indican que hubo una accion antiinflamatoria
por parte de la droga de PmL, la cual se manifesté con una
disminucion tanto del contenido acuoso Yy fibrogranuloso.
Sin embargo esta inhibicion es menor en el contenido
acuoso, lo cual podria deberse a que las sustancias activas
ejercieron una menor actividad en la inhibicién de PGs; en
cambio hay mayor inhibicion del contenido fibrogranuloso lo
cual podria deberse a una mayor actividad sobre
mediadores que producen adherencia leucocitaria pudiendo
ser estos metabolitos los esteroides, ya que al parecer
tienen la capacidad de inhibir la reunién y migracion de
leucocitos y monocitos hacia el area afectada, ademas de
gue inhiben la elaboracién de una variedad de sustancias
guimiotacticas y de factores que incrementan la

permeabilidad vascular y la vasodilatacion.(13)
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3.2.2.2. PRUEBA T DE STUDENT

EVALUACION FARMACOLOGICA - DOSIS DE Plantago
major L. FRENTE AL BLANCO

FORMULACION DE LA HIPOTESIS

Ho: El efecto farmacoldgico de las dosis de 100, 200 y 300
mg/kg de peso de la tintura de Plantago major L es similar

al observado con el blanco.

H1: El efecto farmacoldgico de las dosis de 100, 200 y 300
mg/kg de peso de la tintura de Plantago major L es

superior al observado con el blanco.

PRUEBA T DE STUDENT - DOSIS DE 100, 200 Y 300
mg/kg

CONTENIDO ACUOSO

Drogay P Significacion | Aceptacion
dosis | (Propabilidad)| estadistica de
hipotesis
PmL P>0,05 NO Aceptacion
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100mg/kg de Ho
PmL P<0,05 Sl Rechazo de

200mg/kg Ho
PmL P<0,05 Sl Rechazo de

300mg/kg Ho

TABLA 3.24.- Prueba T de Student para las dosis de 100,
200 y 300 mg/kg frente al Blanco - Contenido Acuoso

Interpretacion de Resultados:

Al realizar el andlisis de la t de student para las dosis de
Llantén se determina que el efecto farmacoldgico a partir
de la dosis de 200 mg/kg de PmL es superior al observado
con el blanco, como consecuencia una dosis mayor como
la de 300 mg/kg también tendra un efecto antiinflamatorio
superior. Con respecto a la dosis de 100 mg/kg, ésta no
presenta diferencias significativas en comparacion con el
blanco por lo cual, se deduce que su efecto farmacoldgico

es similar al observado en este lote.

PRUEBA T DE STUDENT - DOSIS DE 100, 200 Y 300
mg/kg
CONTENIDO FIBROGRANULOSO

Drogay P Significacion | Aceptacion
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dosis | (Propabilidad) | estadistica de
hipotesis
PmL P<0,05 Sl Rechazo de
100mg/kg Ho
PmL P<0,05 Sl Rechazo de
200mg/kg Ho
PmL P<0,05 Sl Rechazo de
300mg/kg Ho

TABLA 3.25.- Prueba T de Student para las dosis de 100,
200 y 300 mg/kg frente al Blanco - Contenido

Interpretacion de Resultados:

Mediante el

Fibrogranuloso

estudio estadistico para el

fibrogranuloso, se observa que a partir de la dosis de 100

mg/kg hay diferencias estadisticamente significativas. Este

resultado demuestra que el efecto farmacoldgico producido

por la droga de PmL es superior al blanco.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES:

1. Al evaluar el efecto farmacologico de la tintura a dosis
de 100, 200 y 300 mg/kg sobre los parametros de la
inflamacion como el calor, dolor, rubor, tumefaccion y
disminucion o pérdida del funcionamiento se observo
que a partir de la dosis de 200 mg/kg se produjo un
mejor efecto antiinflamatorio, sobre todo con la dosis
de 300 mg/kg, lo cual se comprobo al realizar el
analisis estadistico del contenido acuoso Yy

fibrogranuloso.

2. Los valores obtenidos en la técnica de granuloma
inducido por discos de algodon indican que la tintura
de Llantén al 30% empleada a razon de 100 mg/kg
produce una menor inhibicion de la inflamacion puesto
que disminuy6 el contenido acuoso en un 7,5% en
comparacion con un 39,9% de la producida por la

Indometacina. Con el contenido fibrogranuloso ejercio
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una inhibicion del 37,07% frente a un 91,01% del
patron; lo que demuestra que el proceso inflamatorio a
esta dosis no manifestd una buena posibilidad de

mejoria.

3. Con la dosis de 200 mg/kg se obtuvo un porcentaje de
inhibicion del contenido acuoso de un 13,3%. Con el
contenido fibrogranuloso esta dosis alcanzé una
inhibicion del 83,1%; llegando a tener esta dosis un
efecto cercano a la Indometacina; lo cual indica que la
actividad antiinflamatoria de la tintura de PmL a esta
dosis presenta una moderada accion farmacologica,
es decir que los parametros de la inflamacion
disminuyen de manera significativa al pasar de los
dias, mas no se consigue una mejoria absoluta de los

MIisSmMos.

4. La dosis de 300 mg/kg fue la que evidencio un efecto
antiinflamatorio similar al de Ila Indometacina
presentando una inhibiciéon del contenido acuoso de
un 22,1% vy del contenido fibrogranuloso de un 85,3%,
por lo que podemos considerar que a ésta dosis la

tintura resulta ser la mas efectiva, demostrando que es
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capaz de mejorar el proceso inflamatorio de una

manera muy semejante al patron.

5. Finalmente se acepto la hipotesis planteada al inicio
de la investigacion determinandose que la tintura al
30% de Plantago major L si tiene metabolitos con
propiedad antiinflamatoria, pudiendo ser éstos los
flavonoides y esteroides, a los primeros se le
atribuyen propiedades antiinflamatorias, debido a la
inhibicion de la fosfolipasa A2, a la 5-lipoxigenasa, 0 a
la COX, que influyen en la inhibicion de la sintesis de
PGs, causantes del dolor, fiebre y tumefaccion lo que
explicaria el comportamiento similar entre la dosis de
300 mg/kg y la Indometacina; mientras que los
esteroides encontrados en la droga de Llantén inhiben
la liberacion de acido araquidonico de las reservas de
fosfolipidos y asi bloquean la liberacion de
leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos ademas
de que impiden la reunién y migracion de leucocitos y

monocitos hacia el area afectada.
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4.2. RECOMENDACIONES:

1.A mas de las propiedades antiinflamatorias del
Plantago major L se deben valorar otras propiedades
referidas a esta planta como el efecto cicatrizante
debido a que posee Taninos a los cuales se cree se

bebe este efecto.

2. Determinar el efecto antiinflamatorio de otras especies
vegetales que no hayan sido debidamente estudiadas,
para conocer su contribucion en el campo de la

medicina tradicional.

3. Cuantificar los principios activos con actividad
antiinflamatoria del Llantén como son los flavonoides y
los esteroides puros y utilizando diferentes dosis
comparar el efecto frente a la Indometacina, para
establecer si presentan un comportamiento similar o

superior al patron.
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ANEXOS
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ANEXO 1
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL LUGAR DONDE SE TOMO
LA MUESTRA DEL LLANTEN (Plantago major)
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ANEXO 2

IDENTIFICACION DE LA PLANTA

Cuenca, 5 de octubre de 2009

Dra. Raffaella Ansaloni, Encargada del Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y profesora de
Botanica en la Escuela de Bioquimica y Farmacia

Certifico

Que el espécimen entregado por las Seforitas Diana Patricia Carpio Plaza y Lourdes Elizabeth
Ramon Mora corresponde a la siguiente especie

Nombre comun: Llantén
Nombre cientifico: Plantago major L

Familia: Plantaginoceoe

Atentamente,

O :
el

Raffaella Ansaloni
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ANEXO 3

SECADO DE LA PLANTA
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Tiempo de secado: 12 horas
Temperatura de secado: 36°C
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ANEXO 4
FLUJOGRAMA INTEGRADO DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO
25mg muestra +
225ml agua de peptona 0,1%
(MERCK)
1/10
1ml l i iml
—> e
Iml Iml Iml
AP 0.1% AP 0.1% AP 0.1%
11100 1/1000 /10000 CONTROL
— _/
~
Bacterias Coliformes y E. Coli
Aerobias-Mesdfilas REP Mohos yé_;\éaduras
REP 1/10000
15ml de agar 1/100 1/1000 15 ml de agar EMB 1/100 1/1000 1/10000
e ™\ nutritivo (MERCK) 1ml l 1iml ¢ 1ml l (BD-BBL)
I
. l im l ml l CONTROL @ ml l im l ml l
CONTROL 15ml de Agar
Sabouraud Dextrosa
- J (MERCK)

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 153



A

UNIVERSIDAD DE CUENCA bk ao A A T
— _
< - < o CONTROL ‘ . ‘ .
1/100 /1000 1/10000 Esperar a que solidifique \ /
Y

o v /
Incubar a 22°C por 5-8 dias

Verter una segunda capa de agar EMB Estufa MEMMERT BKE 40 (Alemania)

Homogenizar
Incubar a 37°C x 24-48 h. Estufa FANEM 002 CB -

Brasil (37 - 56 °C)

¢ Contaje por nimero de colonias

Incubar a 35° C x 24-48 h para coliformes t . eprecson tpcigmuesia  |EM 002/2
CB -Brasil (37 - 56 °C)

Incubar a 45 ,5 ° C x 24-48 h para coliformes fecales. Estufa

Resultado se expresa en
Jrclomuests ___.2 CB -Brasil (37 - 56 °C)

Prueba ) CONTROL Inocular las colonias que presenten un color rojo

confirmatoria amoratado rodeado de un halo rojizo en dos tubos
con 10 ml de caldo Bilis y verde brillante. Incubar
a37°C X24-48h
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ANEXO 5

CONVENCIONES EMPLEADAS EN LA MARCHA
FITOQUIMICA

AA = AMINOACIDOS
CF = COMPUESTOS FENOLICOS
TA = TANINOS
FL = FLAVONOIDES
' TE = TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES
QU = QUINONAS
CA = CARDIOTONICOS
AL = ALCALOIDES
LE = LEUCOANTOCIANINAS

Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas
de Laboratorio de Farmacognosia Yy Fitoquimica;
Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86.
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ANEXO 6

FLUJOGRAMA DEL ANALISIS FITOQUIMICO

MUESTRA SECA Y PULVERIZADA (50 g)

A

FRACCION A (AA, CF, TA, FL, TE, QU, CA, AL, LE

HCI diluido

o

Ensayar FL, LE, CF, AA, TA

INSOLUBLES (FRACCION B)

SOLUBLES

Alcalinizar, Particion
con CHCIg() CH2C|2

FASE CHCI; (FRACCION C)

! !

Ensayar Ensayar AL
CA, TE (en medio &cido)

FASE ACUOSA BASICA

1. Salado (“Salting out”)
2. Particion con CHCl,

A 4

A 4

FASE CHCI; (FRACCION D) FASE ACUOSA (FRACCION E)

!

!

Ensayar FL, LE, Ensayar AL, FL,
CA, TE, AL CF, TA

Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas

de Laboratorio de

Farmacognosia y Fitoquimica;

Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86.
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ANEXO 7

OBTENCION Y ANALISIS DE LA FRACCION A

DROGA O MUESTRA (509) SECA Y PULVERIZADA

1. Macerar con etanol 70% (Lab. Promeclin), 24 horas
2. Reflujar 1 hora
3. Filtrar caliente

| }

A\ 4

Residuo, lavarlo con alcohol FILTRADO (FRACCION A)
iml
40 ml \
l v E”Asﬁyar FRACCION A
RESIDUO FILTRADO |— Llevar a RESIDUAI
Sequedad
DESECHAR l

Redisolver en 20 ml de agua
caliente vy filtrar

! !

RESIDUO FILTRADO ACUOSO
l 10 ml (caliente) | 10 ml
DESECHAR l l
Ensayar FLy LE Filtrar en frio
RESIDUO FILTRADO ACUOSO
DESECHAR Ensayar CFy TA
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Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas
de Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica;
Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86.
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ANEXO 8

ANALISIS DE LAS FRACCIONES A RESIDUAL Y B

FRACCION A RESIDUAL

Llevar a sequedad

!

Afiadir 30 ml de HCI 5% (MERCK)
Calentar a 60°C durante 15 minutos
Filtrar en caliente

RESIDUO INSOLUBLE »| FILTRADO ACUOSO
| ACIDO |

Lavar con 20 ml de HCI 5% v filtrar
|
RESIDUO FILTRADO

Disolver con 30 ml de cloroformo (MERCK)

l

Deshidratar con Na,SO, anhidro (MERCK) vy filtrar

FILTRADO (FRACCION B) RESIDUO
Ensayar TE, CA, QU, FL DESECHAR
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Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas
de Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica;
Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86.
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ANEXO 9

OBTENCION Y ANALISIS DE LA FRACCION C

FILTRADO ACUOSO ACIDO |

!

Alcalinizar con gotas de NH,OH Conc (pH10-11) (MERCK)

|

Particion con 2 x 15 ml de cloroformo

Fase Orgénica FASE ACUOSA

BASICA

Lavar con 10 ml de H,O

Fase Organica FASE ACUOSA

Deshidratar con Na,SO, anhidro y filtrar

}

FILTRADO (FRACCION C)

RESIDUO

5ml Resto

DESECHAR l l

Ensayar CAy TE Llevar a sequedad

|

Redisolver en 10 ml de HCI al 5% con calor vy filtrar

!

FILTRADO RESIDUO
l Ensayar AL l
DESECHAR
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Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas
de Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica;
Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86.
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ANEXO 10

OBTENCION Y ANALISIS DE LAS FRACCIONESD Y E

FASE ACUOSA BASICA

I

Hacer particion con 2 x 15 ml de CHCl;

Fase Orgéanica

!

Lavar con 20 ml de solucion semisaturada de NaCl 90%
l (MERCK)

| A 4

Fase Orgéanica FASE ACUOSA

y TA (pH neutro)

!

Deshidratar con Na,SO,4anhidro y filtrar

| !

FILTRADO (FRACCION D) RESIDUO

Repartir en tres porciones iguales  DESECHAR
de 5ml c/u. D1, D2y D3

Llevar a sequedad

FASE ACUOSA

A 4

(FRACCION E)

Neutralizar con HCl y
ensayar FL, LE,

AL (en medio &cido), CF
(pH ligeramente acido)

|

Redisolver D1 en 4 ml
de etanol y ensayar
FL, CA, LE

|

Redisolver D2 en 1 ml
de CHCI; y ensayar

|

Redisolver D3 en 5 ml
de HClI al 5% vy
ensayar AL
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Tomado de: MARTINEZ M, Alejandro; Manual de Practicas
de Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica;
Universidad de Antioquia. Facultad de Quimica y Farmacia;
Medellin Colombia; 2008; pag: 82-86
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ANEXO 11

PREPARACION DE LA TINTURA AL 30%
DE PLANTAGO MAJOR L

DOSIS DE 100, 200 y 300 mg/kg DE TINTURA AL 30%
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ANEXO 12

CALCULOS PARA LA PREPARACION DE LAS DOSIS DE 100,
200 Y 300 mg/kg A PARTIR DE LA TINTURA AL 30% DE
PLANTAGO MAJOR

Pesamos 30 g de muestra esto pasamos a mg para la realizacion

de los calculos:

LOTE1 ) DOSIS DE 100mg/kg

30.000 mg 100 ml 0.333ml 10009
100mg X X 27.33 g (peso del raton 1 del lote 1)
X =0.333 mlikg X=0.0091 ml

e 1 ml (tintura) + 24 ml (suero fisiolog.) = 25ml de sol

1ml tintura 25 ml solucién

0.0091ml X =0.227ml de solucién que se le administr6 al ratén 1 del lote 1

LOTE2 ) DOSIS DE 200 mg/kg

30.000 mg 100 ml 0.666 ml 1000 g
200 mg X X 25.2 g (peso del ratdon 1 del lote 2)
X= 0.666 ml/kg X=0.0167 ml

e 2 ml (tintura) + 23 ml (suero fisiolog.) = 25ml de sol

2 ml tintura 25 ml solucién

0.0167 ml X =0.209 ml de solucién que se le administro al raton 1 del lote 2.

LOTE 3 ‘ DOSIS DE 300 mg/kg

30.000 mg 100 ml 1ml 1000 g
300 mg X X 24.4 g (peso del raton 1 del lote 3)
X= 1 ml/kg X=0.0244 m|
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e 2 ml (tintura) + 23 ml (suero fisiolog.) = 25ml de sol

2 ml tintura 25 ml solucién

0.0244 ml X =0.305 ml de solucién que se le administro6 al raton 1 del lote 3.

LOTE4 ) BLANCO (10mg/kg) ALCOHOL EN SUERO FISIOLOGICO

ALCOHOL AL 94%

94.000 mg 100 ml 0.010638 ml 1000 g

10 mg X X 25.6 g (peso del raton 1 del lote 4)
X =0.010638 ml X =0.00027 mi

0.1ml 50 ml solucién

0.00027 ml X =0.135 ml de solucién que se le administr6 al ratén 1 del lote 4.

LOTE5 ) INDOMETACINA (10 mg/kg)

INDOCID Céapsulas de 25 mg

25mg 100 ml 10ml 1000 g

10 mg X X 28.7 g (peso del raton 1 del lote 3)

X= 10 mi/kg X=0.287 ml de solucién que se le administré al ratén 1
del lote 5
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ANEXO 13

ACTIVIDADES REALIZADAS PREVIO AL ANALISIS

FARMACOLOGICO

VALORACION DE LA ViA DE ADMINISTRACION CON AZUL DE
METILENO

Administracion del azul de metileno
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Diseccidon de la cavidad abdominal
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ANEXO 14
ACTIVIDADES REALIZADAS PREVIO AL ANALISIS

FARMACOLOGICO

PRACTICA DE LA TECNICA

Introduccion del pellet de algodon
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Suturacion de la herida
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ANEXO 15
MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMACION
GRANULOMA INDUCIDO POR DISCO DE ALGODON

Pesado de los ratones Identificacion de los ratones Distribucion de los ratones Depilado de los ratones
en lotes
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Incision del dorso lateral Introduccién del pellet de algodén  Suturacion de la herida Aplicacion de antiséptico
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ANEXO 16

ADMINISTRACION DE LAS TINTURAS, BLANCO Y
PATRON DE INDOMETACINA

!- - .i }i

Tintura a dosis de 100 Tintura a dosis de Indometacina
y 200 mg/kg 300 mg/kg y el Blanco

Administracion de las dosis Administraciéon de la
Indometacina
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Dosis de 200 mg/kg
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ANEXO 17

OBSERVACION DE LOS PARAMETROS DE LA
INFLAMACION

Tumefaccién

Rubor y Tumefaccién Ratones con rubor y tumefaccién
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ANEXO 18

EXTRACCION DE LOS GRANULOMAS
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ANEXO 19

PESADO DE LOS GRANULOMAS

"

Granuloma Seco
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Pesado de los Granulomas
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ANEXO 20

METABOLITOS ENCONTRADOS EN PLANTAGO

MAJOR L

Aminoacidos - Fraccién A Taninos y Compuestos fendlicos
Fraccion A

Triterpenos y/o Esteroides - Fracciéon B

AUTORAS: DIANA PATRICIA CARPIO PLAZA — LOURDES ELIZABETH RAMON MORA 182



A

UNIVERSIOAD DE CUENCA

—

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Leucoantocianinas y Flavonoides Alcaloides - Fraccion E
Fraccion E
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ANEXO 21

RESULTADO DE LA VALORACION DE LA VIA DE

ADMINISTRACION
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Exploracion fisica interna
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ANEXO 22

PARAMETROS DE LA INFLAMACION UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE PROPORCIONES

RUBOR

DROGA Y N | DIA1 | DIA2 DIA 3 DIA 4 DIA5 | DIA6 | DIA7 | N
DOSIS
PmL 100 42 | 4+++ 5+++ 5+++ 4+++ 3+++ 3+++ 3+++ 27
mg/kg 2++ 1++ 1++ 2++ 3++ 3++ 3++
PmL 200 42 | 2+++ 2+++ 1+++ 5++ 4++ 4++ 4++ 5
mg/kg 4++ 4++ 5++ 1+ 2+ 2+ 2+
PmL 300 42 | 3+++ 3+++ 2++ 1+++ 3++ 1++ 6+ 8
mg/kg 3++ 3++ 1+++ 3+ |3++ 2+ |3+ 5+
Blanco 42 | 6+++ 6+++ 2+++ A+++ 5+++ 5+++ 2+++ 30

4++ 2++ 1++ 1++ 4++
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Indometacina | 42 | 3+++ 2+++ 5++ 1+ |6+ 6+ 6+ 2- 4+ | 5

3++ 4++

CALOR

DROGA Y N | DIA1 | DIA2 DIA 3 DIA4 | DIA5 | DIA6 | DIA7 | n
DOSIS
PmL 100 42 | 4+++ 3+++ 3+++ 3+++ 3+++ 2+++ 1+++ 19
mg/kg 2++ 3++ 3++ 3++ 3++ 4++ 5++
PmL 200 42 | 3+++ 2+++ 1+++ 6++ 6++ 6++ 5++ 6
mg/kg 3++ 4++ S5++ 1+
PmL 300 42 |4+++ 3+++ 2+++ 4++ 2++ 1++ 6+ 9
mg/kg 2++ 3++ 4++ 2+ 4+ 5+
Blanco 42 | 4+++ 4+++ 2+++ 4+++ 3+++ 5+++ 2+++ 24
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2++ 2++ 4++ 2++ 3++ 1++ 4++
Indometacina| 42 | 3+++ 2+++ 4++ 2+ |6+ 6+ 4+ 2- |2+ 5
3++ 4++ 4-

PARAMETROS DE LA INFLAMACION UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE PROPORCIONES

DOLOR
DROGA Y N | DIA1 | DIA2 DIA 3 DIA4 | DIA5 | DIA6 | DIA7 | n
DOSIS
PmL 100 42 | 4+++ A+++ A+++ A+++ A+++ 2+++ 2+++ 24
mg/kg 2++ 2++ 2++ 2++ 2++ 4++ 4++
PmL 200 42 | 3+++ 3+++ 2+++ 1+++ 4++ 4++ 4++ 9
mg/kg 3++ 3++ 4++ 5++ 2+ 2+ 2+
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PmL 300 42 | 3+++ 3+++ 1+++ 6++ 3++ 3++ 1++ 7

mg/kg 3++ 3++ 3++ 2+ 3+ 3+ 5+

Blanco 42 | 4+++ 5+++ 4+++ 6+++ 5+++ 5+++ 3+++ 32
2++ 1++ 2++ 1++ 1++ 3++

Indometacina | 42 | 4+++ 3+++ 6++ 6+ 6+ 4+ 2- |1+ 7
2++ 3++ 5-

TUMEFACCION

DROGA Y N | DIA1 | DIA2 DIA 3 DIA4 | DIA5 | DIA6 | DIA7 | n

DOSIS

PmL 100 42 | 4+++ 5+++ 5+++ 14+ |[2+++ 2+++ 1+++ 6++ 19

mg/kg 2++ 1++ 4++ 4++ 5++

PmL 200 42 | 3+++ 3+++ 3+++ 3++ | 6++ 4++ 4++ 4++ 9
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mg/kg 3++ 3++ 2+ 2+ 2+

PmL 300 42 | 2+++ 1+++ 4++ 1+++ | 5++ 1++ 6+ 6+ 4

mg/kg 4++ 5++ 1+ 1+ 5+

Blanco 42 |5+++ 6+++ 3+++ 3++ | 3+++ 2+++ 2+++ 4+++ 25
1++ 3++ 4++ 4++ 2++

Indometacina| 42 | 2+++ 1+++ 4++ 2+ |5+ 5+ 4+ 2- 3
4+ 5++ 1- 1- 2- 4+
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